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  Abreviaturas 
 
  
ACN:    acetonitrilo. 
ASP:   intoxicación amnésica por consumo de molusco. 
AZAs:    azaspirácidos. 
BTXs:   brevetoxinas. 
Cs:   N-sulfocarbamoil-11-hidroxisulfatotoxinas. 
CFP:   intoxicación ciguatérica por consumo de pescado. 
CIs:   iminas cíclicas. 
CTXs:   ciguatoxinas. 
C-CTXs:   ciguatoxinas del Caribe. 
DA:   ácido domoico. 
DSP:   intoxicación diarreica por consumo de molusco. 
DTXs:   dinofisistoxinas. 
FLD:   fluorescencia. 
FP:    polarización de la fluorescencia. 
GTXs:   gonyautoxinas  
GYMs:   gimnodiminas. 
HABs:   floraciones de algas nocivas. 
HPLC:   cromatografía líquida de alta eficacia. 
HPLC-UV:   HPLC con detección ultravioleta. 
HPLC-FLD:      HPLC con detección de fluorescencia. 
I-CTXs:   ciguatoxinas del Índico. 
i.p.:    intraperitoneal. 
LC-MS/MS:     cromatografía liquida con detección por espectrometría de 
masas. 
LD50:    dosis letal 50%. 
LD100:    dosis letal 100%. 
LD99:    dosis letal 99%. 
LOD:   límite de detección. 
LOQ:   límite de cuantificación. 
mAChR:  receptores muscarínicos de acetilcolina. 
  Abreviaturas 
 
  
MBA:     bioensayo en ratón. 
MRM:     monitoreo de reacciones múltiples. 
MS:     espectrometría de masas. 
MS/MS:    tándem espectrometría de masas. 
MTXs:    maitotoxinas. 
nAChR:    receptores nicotínicos de acetilcolina. 
NSP:     intoxicación neurotóxica por consumo de molusco. 
OA:     ácido okadaico. 
P-CTXs:    ciguatoxinas del Pacífico. 
PnTXs:    pinnatoxinas. 
PSP:    intoxicación paralizante por consumo de molusco. 
PtTXs:    pteriatoxinas. 
PlTXs:    palitoxinas. 
PTXs:    pectenotoxinas. 
RMN:    resonancia magnética nuclear. 
SPXs:     espirólidos. 
STXs:    saxitoxinas. 
TTXs:     tetrodotoxinas. 
UV:     ultravioleta. 
UPLC-MS/MS:   cromatografía liquida de ultra eficiencia con detección 
por espectrometría de masas.  
UE:   Unión Europea. 
YTXs:     yessotoxinas. 
13-desMeC:    13-desmetil espirólido C. 
13-desMeD:    13-desmetil espirólido D. 
13,19-didesMeC :   13,19-didesmetil espirólido C. 
20-MeG:    20-metil-espirólido G. 
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Las ficotoxinas son productos naturales sintetizados generalmente por 
microorganismos unicelulares pertenecientes al grupo de los dinoflagelados aunque 
ciertas diatomeas, cianobacterias y probablemente algunas bacterias están también 
implicadas en la producción de toxinas que afectan gravemente a la salud humana 
[1]. Estas toxinas son responsables de síndromes de intoxicación alimentaria desde 
latitudes tropicales a polares [2] y causan más de 60.000 incidentes en todo el 
mundo cada año con una tasa de mortalidad del 1,5% [3]. Además de 
intoxicaciones humanas, también se han registrado mortandades en aves, focas, 
leones marinos y ballenas [4-7]. 
Las proliferaciones de microalgas se deben a que convergen en el medio marino 
una serie de condiciones óptimas y propicias para un gran desarrollo de estos 
microorganismos, los cuales en tan solo uno o dos días se reproducen alterando de 
forma significativa la composición específica del plancton marino y originando las 
comúnmente mareas rojas, conocidas actualmente por floraciones de algas 
nocivas, empleándose el término en inglés Harmful Algal Blooms (HABs). Estas 
floraciones están formadas por varios millones de células por litro y a menudo se 
presentan en forma de manchas discretas o franjas, ocupando capas bien definidas 
en la columna de agua. Esta proliferación puede ser de color rojo, violeta, azul, 
verde o incolora dependiendo de los pigmentos y del organismo productor que 
predomine. La intensidad de color va a depender de la concentración de 
organismos y de la profundidad a que se encuentre. Las HABs están directamente 
relacionados con la temperatura del agua, la luz, la salinidad, la presencia de 
nutrientes y de otras condiciones ambientales [8]. Si las temperaturas caen por 
debajo de 4ºC, los dinoflagelados sobreviven en forma de quistes enterrados en las 
capas superiores de los sedimentos. Fenómenos climáticos inusuales como lluvias 
abundantes y sequias también pueden ocasionar floraciones así como los cambios 
climáticos globales que, igualmente, se han relacionado a un incremento en las 
floraciones de algas [9]. Las HABs pueden ocurrir también debido a la transferencia 
de algas de unos lugares a otros como sucede con el agua de lastre en los barcos 
[10]. El que predominen unos organismos sobre otros se debe a las condiciones 




particulares de salinidad, temperatura y nutrientes. Determinadas condiciones del 
agua del mar pueden favorecer la reproducción y desarrollo de ciertos organismos 
que encuentran, en estas circunstancias, posibilidades para su proliferación [11]. No 
obstante, tanto los factores genéticos y ambientales que favorecen la existencia de 
especies de fitoplancton tóxico, como el mecanismo por el cual estos organismos 
producen toxinas, no están plenamente esclarecidos. Se desconoce la naturaleza 
precisa de los factores que ponen en marcha un clon tóxico [12]. Hay pocos 
estudios sobre el efecto de los factores ambientales en la producción de toxinas en 
las especies de dinoflagelados. La relación entre los factores genéticos y 
ambientales y la producción de toxinas es compleja entre los dinoflagelados [8]. 
Los moluscos bivalvos filtradores (mejillones, almejas, berberechos y vieiras) que 
se han alimentado de dinoflagelados tóxicos retienen la toxina durante periodos de 
tiempo variables que dependen del tipo de molusco y del compuesto pero no 
mueren. Algunos eliminan la toxina muy rápidamente y son tóxicos únicamente 
durante el momento de la proliferación, mientras que otros acumulan la toxina en 
sus tejidos fundamentalmente en su glándula digestiva o hepatopáncreas durante 
un largo periodo, incluso un año. De esta forma, actúan como vectores para 
transferir estos compuestos a peces, pájaros y humanos. La frecuencia y la 
distribución de las floraciones de algas tóxicas es cada vez mayor y constituye un 
gran problema económico, ambiental y de salud pública mundial. 
Las toxinas marinas comprenden un amplio espectro de sustancias con 
estructura molecular, mecanismo de acción y actividad biológica muy diversa. 
Proporcionan una gran variedad de compuestos con estructuras moleculares 
novedosas susceptibles de ser sintetizadas o manipuladas para la obtención de 
productos útiles desde un punto de vista farmacológico. Su clasificación ha sido 
abordada de varias formas: según su similitud estructural [1], en base a su modo de 
acción [13] o de acuerdo con los síntomas observados en humanos tras una 
intoxicación [14]. En este último caso se consideran cinco síndromes causados por 
varios grupos de toxinas marinas: intoxicación paralizante por consumo de molusco 
(PSP, paralytic shellfish poisoning), intoxicación diarreica por consumo de molusco 
(DSP, diarrhetic shellfish poisoning), intoxicación amnésica por consumo de 
molusco (ASP, amnesic shellfish poisoning), intoxicación neurotóxica por consumo 
de molusco (NSP, neurotoxic shellfish poisoning) e intoxicación ciguatérica por 
consumo de pescado (CFP, ciaguateric fish poisoning). Con el continuo 
descubrimiento de nuevas toxinas como azaspirácidos (AZAs), gimnodiminas 




(GYMs) y espirólidos (SPXs), se ha visto que un mejor enfoque es clasificar las 
toxinas en base a sus propiedades químicas o estructura química, en vez de sus 
síntomas tóxicos [15,16]. En función del grado de solubilidad en compuestos 
orgánicos, las toxinas se agrupan en hidrofílicas y anfifílicas y lipofílicas [17] y 
basado en su estructura química, las toxinas se pueden clasificar en: grupo del 
ácido domoico, (DA), grupo del ácido ocadaico (OA) incluyendo las dinofisistoxinas 
(DTXs), AZAs, brevetoxinas (BTXs), ciguatoxinas (CTXs), iminas cíclicas (CIs), 
maitotoxinas (MTXs), palitoxinas (PlTXs), pectenotoxinas (PTXs), grupo de las 
saxitoxinas (STXs), tetrodotoxinas (TTXs) y yessotoxinas (YTXs). En la presente 
memoria se utilizarán estas dos últimas clasificaciones, indicando las equivalencias 
con la nomenclatura sintomatológica (tabla 1). 
 
 
Toxinas lipofílicas Toxinas hidrofílicas Toxinas anfifílicas 
OA y DTXs (DSP) 













Tabla 1: Clasificación de los principales grupos de toxinas marinas. Entre paréntesis se 
indica el síndrome causado por la intoxicación de ese grupo de toxinas. 
 
 
1.1.2. Toxinas hidrofílicas 
 
▪ Grupo del ácido domoico (DA) 
Las toxinas del grupo del DA causan el síndrome de intoxicación ASP. El primer 
episodio tóxico se describió en el año 1987 cuando 143 personas con dolores 
gastrointestinales y desórdenes en el sistema nervioso central ingresaron en 
distintos hospitales en Montreal, Canadá, debido al consumo de mejillones (Mytilus 
edulis) [18]. Los pacientes mostraban los síntomas típicos de la intoxicación ASP 
que se caracteriza por desórdenes intestinales, incluyendo náuseas, vómitos, 




calambres abdominales y diarrea que aparecen 24 horas después del consumo de 
los mejillones. Posteriormente estos pacientes, mostraron síntomas neurológicos 
como dolor de cabeza, confusión, desorientación, pérdida de memoria a corto 
plazo, ataques y estado de coma en 48-72 horas. Finalmente, 4 pacientes murieron 
como resultado de esta intoxicación [18,19]. La toxina causante de este 
envenenamiento fue el DA. Este compuesto (figura 1) es un ácido amino 
tricarboxílico, de naturaleza polar, soluble en agua e insoluble en disolventes 
orgánicos. También se han identificado varios análogos presentes en las diatomeas 









Figura 1: Representación esquemática del DA. 
 
 
El mecanismo de acción del DA se caracteriza por la activación de los 
receptores de glutamato en el sistema nervioso central. El DA presenta una gran 
afinidad por el receptor alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico y las 
subunidades de los receptores de kainato que están presentes en el sistema 
nervioso central de los mamíferos [20]. La interacción de DA y estos receptores de 
glutamato provoca la despolarización de la célula y como consecuencia, disfunción 
y muerte celular [21]. A diferencia de otras toxinas producidas por dinoflagelados, el 
DA es producido por diatomeas como Pseudo-nitzschia multiseries, Pseudo-
nitzschia pungens, Pseudo-nizschia psiudodelicaissima, Pseudo-nitzschia australis, 
Pseudo- nitzschia seriata y Pseudo-nizschia delicatula [22]. Su distribución no sólo 
está limitada al norte del continente americano ya que se han encontrado en otros 
lugares como Nueva-Escocia, Oregón, Washington, Columbia Británica, Japón, 
Nueva Zelanda y Europa [23,24]. 
 





▪ Grupo de las Saxitoxinas (STXs) 
El grupo de las STXs es el causante del síndrome PSP, una de las 
intoxicaciones más peligrosas y extendidas del mundo. Son neurotoxinas 
producidas por varias especies de dinoflagelados entre las que destacan las del 
género Alexandrium (A. tamarense y A. catella), Gymnodinium catenatum y 
Pyrodinium bahamense. El primer dinoflagelado que se relacionó con PSP fue 
Alexandrium catenella, el cual en 1927, cerca de San Francisco, provocó la muerte 
a 6 personas y síntomas en 102. Se han identificado varias especies de los géneros 
Alexandrium, Gymnodinium catenatum, y Pyrodinium bahamense var compressum 
como productores de toxinas PSP [25]. 
Las STXs se unen de modo específico y reversible al sitio 1 de los canales de 
sodio dependientes de votaje [26], bloqueando el flujo pasivo de iones sodio hacia 
el interior de la membrana celular e impidiendo la conducción de los potenciales de 
acción. De este modo, las STXs afectan a la excitabilidad de los nervios y los 
músculos [27].Cuando los niveles de intoxicación son medios o moderados se 
produce un estado de malestar generalizado, parálisis facial, astenia, ataxia, 
disnea, hipotensión, taquicardias, vómitos, disfagia, cefaleas y desordenes 
gastrointestinales. En caso de intoxicaciones severas puede ocurrir parada 
respiratoria y/o shock cardiovascular [28]. Los síntomas se manifiestan de 30 
minutos a 24 horas después de la ingesta [29]. 
Desde el punto de vista estructural, las toxinas PSP se caracterizan por ser 
tetrahidropurinas (figura 2). Poseen un único anillo tricíclico denominado 3, 4, 6-
trialquiltetrahidropurina, los derivados resultan de la sustitución en 4 radicales por 
diversos grupos hidroxilo y sulfato. Según la carga neta que presentan a pH 7, se 
clasifica en tres grupos [28]: STXs con una carga neta +2, Gonyautoxinas (GTXs) 
con una carga neta de +1 y N-sulfocarbamoil-11-hidroxisulfatotoxinas (Cs) sin 
carga. El compuesto más representativo de este grupo es la STX, es el más 
estudiado y el primero en ser aislado a partir de Saxidomus gigantescus, de la cual 
recibe su nombre. Otro criterio para su clasificación se basa en el tipo de 
sustituyente en el radical R4, de este modo se distinguen toxinas carbamato, 
sulfocarbamoil, decarbamoil y deoxicarbamoil. 
     
 
 













































































Figura 2: Estructura de STX y sus análogos. 
 
 
Las toxinas PSP son las toxinas de mayor distribución mundial, afectan al Norte 
y Sur del continente americano y también a toda Europa, Sudáfrica, India, 
Marruecos y la costa este de Asia [30]. Se eliminan rápidamente de los tejidos del 
mejillón mediante la depuración con aguas limpias, sin embargo en algunas 
especies de almejas, permanecen hasta dos años [28]. No se inactivan con el calor 
aunque la estabilidad puede variar dependiendo de cada toxina y del pH [14,30]. 
 
 
▪ Tetrodotoxinas (TTXs) 
Las TTXs son unas de las toxinas más potentes aisladas hasta el momento. Al 
igual que las STXs, las TTXs actúan bloqueando los canales de sodio responsables 
de la excitabilidad muscular y nerviosa [31]. Su molécula tiene 6 residuos hidroxilo 
en las posiciones C-4, C-6, C-8, C-9, C-10 y C-11 y un grupo guanidina que se 
carga positivamente en el rango de pH biológico. A pesar de que los hidroxilos del 




C-9 y C-10 son los más importantes, los que están en C-4, C-6 y C-11 también 
presentan contribuciones importantes en la unión del canal como donantes de 
enlaces de hidrógeno [32]. En la figura 3 se representa la estructura química de la 




Figura 3: Estructura química de la TTX y sus análogos. 
 
La TTX generalmente coexiste con una mezcla de sus análogos en peces 
tetraodontiformes y peces globo [33] y es causa de intoxicaciones y muertes en 
humanos después de la ingestión [31,34]. Los síntomas incluyen entumecimiento 
de la lengua, labios, parestesia de la cara y las extremidades, seguido de una 
sensación de mareo y aturdimiento, dolor de cabeza y dolor de estómago, náuseas, 
diarrea y vómitos. En casos severos inconsciencia, parálisis respiratoria y 
convulsiones [35]. 




Muchos casos de intoxicaciones se han registrado en el sureste de Asia y más 
concretamente en Japón. También se han dado intoxicaciones en Taiwán, 
Tailandia, Malasia, Singapur, Hong Kong, Australia, Madagascar, China y 
Bangladesh [35,36]. Varios estudios han revelado la presencia de TTX en animales 




1.1.3. Toxinas anfifílicas 
 
▪ Maitotoxinas (MTXs) 
Las MTXs son una familia de poliéteres de estructura plana y de gran peso 
molecular (figura 4) [38]. Inicialmente se consideraron CTXs debido a que son 
producidas por la misma especie de dinoflagelados y a que se acumulan en tejidos 
de los peces. Sin embargo, las diferencias estructurales y farmacológicas hacen 
que actualmente se clasifiquen como un grupo aparte. Las MTXs son producidas 
por especies de Gambierdiscus toxicus y se transmiten por la cadena alimentaria 
hasta las vísceras de peces herbívoros, pero a diferencia de las CTXs, no pasan al 
tejido muscular, por lo que su consumo, y por tanto los episodios tóxicos, son 
menos frecuentes [39]. 
 
Figura 4: Estructura de la MTX. 
 
  




Las MTXs actúan como potentes activadores de los canales de calcio de la 
membrana plasmática en muchos modelos celulares [40] y constituyen uno de los 
compuestos tóxicos de naturaleza no proteica más potentes [41]. No se han 
descrito síntomas sobre una intoxicación por MTX separados de los síntomas 
causados por una intoxicación por CTXs. Siempre se han asociado junto con las 
CTXs provocando procesos de CFP ciguatera. En estudios toxicológicos llevados a 
cabo con ratones se observó que la MTX afecta a numerosos órganos, 
ocasionando en el sistema cardio-vascular necrosis celular y disminución de la luz 
vascular, múltiples erosiones y úlceras en estómago e intestino y necrosis masiva 
de los linfocitos del timo [42]. A pesar de ser una de las toxinas naturales más 
potentes conocidas, el hecho de que su toxicidad por vía oral sea unas 100 veces 
inferior que por vía intraperitoneal (i.p.) y de que sólo se acumule en las vísceras de 
los peces, favorece que los episodios tóxicos en los que se ha visto implicada no 
revistan gran gravedad [39]. 
 
 
▪ Palitoxinas (PlTXs) 
Las toxinas del grupo de las PlTXs son producidas por anémonas coralinas del 
género Palythoa (P. tuberculosa, P. Toxica, P. Vestitas, P. Craibdea, P. Mamillosa) 
y por varias especies de dinoflagelados del género Ostreopsis. Su nombre se debe 
a la especie de coral Hawaiano de la que fue aislada: Palythoa toxica [43]. 
Estructuralmente la PlTX es una gran molécula no peptídica y polar formada por 
una cadena de más de 100 carbonos con 64 centros estereogénicos (figura 5). Por 
lo tanto, se trata de una molécula muy compleja con un gran número de isómeros. 
Entre sus análogos se pueden citar ostreocina-D, homoPlTX, bis-homoPlTX y 
deoxiPlTX [44]. 
 






Figura 5: Estructura de la PlTX. 
 
 
La PlTX es la toxina no peptídica más potente identificada hasta el momento. 
Inicialmente la PlTX y sus análogos eran producidos por especies localizadas en 
zonas tropicales y subtropicales pero en la actualidad estas especies se han 
encontrado en el mar Adriático [45] y la costa mediterránea [46]. Se acumulan en 
numerosos organismos como corales, esponjas, mejillones y crustáceos. Entre los 
años 1987 y 1999 se han registrado en Japón al menos 20 incidentes de 
intoxicaciones humanas debido al consumo de pescado, con 75 pacientes 
afectados de los cuales 6 murieron. Los alimentos contaminados con PlTX parecen 
presentar un sabor amargo y metálico, lo que evita que se ingieran grandes 
cantidades, aún así, debido a su elevada toxicidad son frecuentes los casos 
mortales. 
La principal diana biológica de la PlTX parece ser la bomba ATPasa Na+ / K+ de 
la membrana plasmática, que participa en el mantenimiento de los gradientes 
iónicos de trans-membrana de las células animales y que es esencial en numerosas 
funciones celulares [47,48]. La unión de la PlTX inhibe el funcionamiento de la 
ATPasa y produce la formación de un poro, permeable a cationes monovalentes, 




destruyendo así el gradiente iónico en la membrana citoplasmática. Estas 
alteraciones de la membrana celular desencadenan una serie de señales 
intracelulares que pueden dar lugar a contracción del músculo liso y esquelético y 
varios efectos biológicos adversos [49]. Casi inmediatamente tras el consumo del 
alimento, se manifiestan síntomas de toxicidad como diarrea, vómitos y náuseas, 
con letargias leves o agudas. Varias horas después de la ingestión los pacientes 
muestran sensación de quemazón en la zona perioral y en las extremidades, 




1.1.4. Toxinas lipofílicas 
 
▪ Grupo de ácido okadaico (OA) 
El grupo del OA también se conoce como toxinas diarreicas o toxinas DSP. 
Estas toxinasse registraron por primera vez en Japón en 1976 [51]. El dinoflagelado 
idenficado como productor fue Dinofisis fortii, en poco tiempo le siguió D. 
acuminata, D. acuta, D. norvegica, D. mitra, D. ratundata y Prorocentrum lima. Entre 
1976 y 1982 se documentaron en Japón más de 1.300 casos de DSP, en 1981 en 
España más de 5.000 casos y en 1983 sobre 3.300 casos en Francia [52]. Este tipo 
de intoxicación provoca transtornos gastrointestinales como diarrea, nauseas, 
vómitos y dolores abdominales. A menudo se pueden confundir con infecciones 
gástricas bacterianas [22]. Los síntomas aparecen entre 30 minutos y pocas horas 
después del consumo de los moluscos y se manifiestan durante un máximo de 3 
días [52]. Además, algunas de las toxinas involucradas pueden ser promotoras de 
tumores en el estómago y por tanto producir enfermedades crónicas en los 
consumidores [22]. 
Este grupo está formado por el OA y sus derivados las DTXs, todos ellos son 
compuestos polietéreos liposolubles. En la figura 6 se representa el OA y tres 
DTXs, la DTX-1, DTX-2 Y DTX-3. El OA es un derivado poliéter de un ácido graso 
de 38 carbonos con un grupo carboxilo y 4 grupos hidroxilo. Entre las DTXs se 
pueden diferenciar varios análogos, los derivados libres (DTX-1 y DTX-2) y los 
esterificados (DTX-3, DTX-4, DTX-5, DTX-6 y otros ésteres diol). Algunas de estas 
toxinas predominan más en unos lugares que en otros, como es el caso de DTX-2 




en las costas inglesas, DTX-1 en Japón o el OA en España [53] y todas ellas son 


















OA            R1 = CH3        R2 = H        R3=H 
DTX-1      R1 = CH3        R2 = CH3    R3=H 
DTX-2      R1 = H            R2 = CH3     R3=H 
DTX-3      R1, R2 =H o CH3                R3 = acilo 
 
Figura 6: Estructura del OA y análogos. 
 
 
Se ha demostrado que el OA, DTX-1 y DTX-2 son inhibidores específicos de 
lasfosfatasas de proteínas de residuos de serina y de treonina PP1 y PP2A [53]. 
Estas fosfatasas están implicadas en la regulación de múltiples procesos celulares 
como el metabolismo, el transporte y la secreción en la membrana, y la división 
celular. Este mecanismo de acción es probablemente el responsable de la 
inflamación del tracto intestinal, diarreas y efecto promotor de tumores [54]. 
Algunos organismos cuya dieta básica son dinoflagelados tóxicos, podrían ser 
capaces de destoxificar OA y DTXs, mediante transformaciones químicas. Éste es 
el caso de la transformación de DTX-1 en DTX-3 por la vieira Patinopecten 
yessoensis [55]. Estas formas aciladas (DTX-3), además de ser menos tóxicas que 
las moléculas no esterificadas, nunca se han encontrado en microalgas marinas, 
por lo que se cree que son originadas en los mariscos bivalvos por acilación [56]. 
 
 
▪ Azaspirácidos (AZAs) 
Los AZAs son moléculas lipofílicas que presentan tres uniones entre anillos de 
tipo espiro, una de las cuales agrupa un grupo azaspiro con un anillo 2,9, 
dioxobiciclononano y en el otro extremo de la molécula presentan un grupo 
carboxílico (figura 7). Las primeras intoxicaciones en humanos atribuidas a este 




grupo sucedieron en Holanda en el año 1995 debido al consumo de mejillones 
(Mytilus edulis) recogidas en a la costa oeste de Irlanda (Kilary Harbour) [57]. Los 
principales síntomas (nauseas, vómitos, diarrea y dolores de estómago) recordaban 
a los cuadros clínicos por DSP. Sin embargo, los bajos niveles de estas toxinas 
detectados en los análisis químicos [58], los síntomas de neurotoxicidad 
observados en el bioensayo en ratón (MBA) y la presencia de una estructura que no 
posee ninguna otra toxina marina, el grupo azaspiro [59], indicaron que se trataba 
de otro compuesto. A estas observaciones se le sumó el hecho de que la toxicidad 
en los mejillones persistía durante un periodo de tiempo que no es frecuente en un 
episodio tóxico por DSP, al menos 8 meses. Por todos estos motivos, estas toxinas 
se incluyeron en un grupo nuevo [60]. 
El segundo suceso tóxico originado por AZAs ocurrió en octubre de 1997 en el 
noroeste de la costa de Irlanda en la pequeña isla de Arranmore [60]. Al menos 12 
personas enfermaron por el consumo de mejillones y nuevamente su periodo de 
toxicidad fue de 8 meses. En este caso, junto a azaspirácido-1 (AZA1) se 
identificaron otros análogos el AZA2 y AZA3 y en menor cantidad el AZA4 y AZA5 
que son dos derivados hidroxilados menos frecuentes en la naturaleza [58]. 
Estudios posteriores revelaron la existencia de más de 20 análogospertenecientes a 
este grupo, con derivados dihidroxi-, carboxi-, carboxi-hidroxi-, y dehidro- AZAs, así 























































































Figura 7: Estructura de AZAs y sus análogos. 
 
 




En cuanto al origen de los AZAs, en los primeros estudios se detectaron AZA1, 
AZA2 y AZA3 en células de la especie Protoperidium crassipes. Posteriormente, se 
demostró que el primer productor de AZAs es el dinoflagelado Azadinium 
spinosum[63]. Se apunta a que los derivados hidroxilados AZA4 y AZA5 podrían ser 
originados por la bioconversión que el molusco realiza de los compuestos primarios, 
lo que explicaría la poca abundancia de estos análogos en la naturaleza [58]. En los 
últimos años además de detectarse en mejillones de la especie M. edulis se han 
encontrado cantidades elevadas de AZAs en otros bivalvos como ostras 
(Crassostrea gigas, Ostrea edulis), almejas (Tapes phillipinariun), berberechos 
(Cardium edule), y navajas (Ensis sikiqua) [64]. Los AZAs persisten durante mucho 
tiempo en los tejidos, dificultando el proceso de depuración. Aunque se trata de un 
tipo de molécula estable in vivo, varios estudios químicos demostraron que son 
inestables in vitro y que se degradan a elevadas temperaturas [62]. Además, la 
descomposición de la toxina ocurre en algunos disolventes, particularmente en 
cloroformo y en soluciones alcalinas ligeras [59]. 
Además de las intoxicaciones anteriormente citadas causadas por AZAs, 
posteriormente se detectaron otros sucesos tóxicos en Irlanda, Reino Unido, 
Noruega, Holanda, Francia, España e Italia [64]. Los síntomas observados en 
humanos son estrictamente gastrointestinales. Estudios de toxicidad aguda llevados 
a cabo en ratones revelaron que la administración oral del análogo AZA1 ocasiona 
múltiples alteraciones morfopatológicas diferentes de las inducidas por otras 
toxinas, como daños en el intestino delgado, necrosis celular en el timo y bazo y 
degeneración grasa del hígado [65]. Además en el desarrollo del MBA se observan 
signos de neurotoxicidad con dificultad respiratoria, espasmos, parálisis y 
convulsiones antes de la muerte. Estudios de toxicidad crónica con AZA1 muestran 
que la administración de dosis subletales por vía oral ocasionan lesiones epitelieles 
en estómago e intestino delgado, tumores en el pulmón e hiperplasia del epitelio del 
estómago que sugieren propiedades tumorgénicas [66]. En cuanto al mecanismo de 
acción de estas toxinas, hay varios trabajos que apuntan a que la diana de esta 
toxina está relacionada con el metabolismo de los lípidos [67], kinasas apoptóticas 
[68,69] o que se une a proteínas [70,71]. De momento no se conoce el mecanismo 








▪ Brevetoxinas (BTXs) 
Las BTXs causan la intoxicación neurotóxica por consumo de molusco NSP. Son 
neurotoxinas cíclicas de naturaleza polietérea y se asocian con episodios de 
grandes mortandadesde peces, aves y mamíferos marinos [14]. El dinoflagelado 
que las produce es Gymnodinium breve, originario de las costas de Florida y del 
golfo de México. Además, se han descrito nuevas especies de dinoflagelados 
capaces de sintetizar toxinas similares a las neurotóxicas (Chatonella marina, 
Chatonella antiquea, Fibroxapsa japónica y Heterosigma akashiwo y nuevas 
especies del género Gymnodinium) ampliándose el área de distribución a Brasil, 
España, Japón y Nueva Zelanda [72]. 
Estructuralmente, las BTXs son poliéteres liposolubles formados por un 
esqueleto de 10 anillos éter con una lactona en uno de sus extremos (figura 8). En 
función de los sistemas de anillos de la zona central del esqueleto se clasifican en 
BTX-A (o de tipo 1) y en BTX-B (o de tipo 2). Dentro del tipo 1 se incluyen los 
análogos más abundantes de la naturaleza, las BTXs 2 y 3, y las formas 5 y 6, 8 y 
9. Dentro del tipo 2 se encuentran los análogos 1, 7 y 10.Todas estas toxinas son 
estables al calor, a la congelación y a la salinización [14,53]. 
 




Figura 8: (A) BTX-A y (B) BTX-B. 
 




El síndrome NSP se debe principalmente a la despolarización de la célula por 
acción de las BTXs, a través de la activación de los canales de sodio dependientes 
de voltaje. De esta forma, se alteran las propiedades de la membrana de las células 
excitables favoreciendo el flujo de iones Na+ hacia el interior de la célula, inhibiendo 
así las transmisiones neuronales en el músculo esquelético [73,74]. Los principales 
síntomas de NSP en humanos se caracterizan por náuseas, sensación de 
hormigueo, pérdida del control motor y dolor muscular severo. Son síntomas de 
carácter neurológico pero de menor gravedad que los producidos por las toxinas del 
grupo de las STXs [30]. La recuperación tiene lugar en 2 o 3 días sin que hasta el 
momento se hayan registrado casos mortales. 
 
 
▪ Yessotoxinas (YTXs) 
La YTX se aisló por primera vez en Mutsu Bay, Japón, en 1986[75] de las 
glándulas digestivas de la vieira Patinopecten yessoensis, de la que ha adquirido su 
nombre. Posteriormente se encontró en el mejillón Mytilus edulis en Noruega [76], 
en el mejillón Mytilus galloprovincialis del mar Adriático en Italia [77], enlos 
mejillones Perna canaliculus (Greenshell mussel) de Nueva Zelanda,Mytilus 
chilensis de Chile [78], así como en Mytilus galloprovincialisde las rías gallegas [79]. 
La YTX y sus análogos son producidos por especies de dinoflagelados 
Protoceratium reticulatum y Lingulodinium polyedrum. 
La YTX es un poliéter disulfatado que posee un esqueleto de 47 carbonos en 
forma de escalera, formada por 11 anillos éter contiguos, una cadena lateral 
terminal insaturada de 9 carbonos y 2 ésteres de sulfato (figura 9) [75]. 
Generalmente se incluye dentro de toxinas lipofílicas, aunque puede ser 
considerada toxina anfifílica por algunos autores [17]. Además de la YTX se han 
descrito numerosos análogos incluyendo sus estructuras y configuraciones, [80-82]. 
Hasta el momento se han identificado y caracterizado por resonancia magnética 
nuclear (RMN) y cromatografía liquida con detección por espectrometría de masas 
(LC-MS/MS) 36 derivados naturales, aunque se han descrito más 90 [81]. 
 
 




































  YTX    R1 = NaO3SO(CH2)2      R2 = NaO3 SO     R3 =  
 
Figura 9: Estructura de YTX. 
 
 
En cuanto al mecanismo de acción, se ha demostrado que la YTX modula la 
homeostasis del calcio en linfocitos humanos [40,83] y disminuye los niveles 
intracelulares de la adenosina fosfato cíclico a través de la activación de las 
fosfodiesterasas celulares en estas mismas células [84,85]. Además, la YTX 
produce apoptosis en células de neuroblastoma y en células HeLa por activación de 
caspasas [86], e induce la disrupción del sistema E-caterina-catenina en células 
epiteliales [87]. A pesar de todos estos procesos, las YTXs no provocan efectos 
tóxicos en humanos. 
 
 
▪ Pectenotoxinas (PTXs) 
Las PTXs son un grupo de toxinas del tipo poliéter lactona (figura 10). Se han 
detectado en microalgas y moluscos bivalvos en Australia, Japón y Nueva Zelanda 
y en varios países europeos como Italia, Irlanda, Portugal y España [88]. Hasta la 
fecha se han aislado y caracterizado 15 compuestos con distintos radicales y 
disposición espacial [89]. También existen derivados ácidos de la PTX-2 como el 




ácido seco PTX-2, su epímero 7-epi-PTX-2 y sus ésteres que se caracterizan 



















Figura 10: Representación esquemática de PTX-1 
 
 
Al igual que el OA y las DTXs, las PTXs son producidos por los dinoflagelados 
del género Dinophisis, por esta razón con frecuencia coexisten con los derivados 
del OA en moluscos contaminados. El primer productor identificado fue Dinophisis 
forte (D. forte), pero posteriormente las PTXs se encontraron en D. acuminata, D. 
rotundata, D. acuta, D. caudata, D. norvegica [92-94] .Debido a la asociación con el 
OA y las DTXs, las PTXs han sido tradicionalmente incluidas en el grupo de las 
toxinas DSP, sin embargo, varios estudios en animales indican que las PTXs son 
mucho menos tóxicas por vía oral y no inducen diarrea. Por esta razón y porque 
presentan una estructura química diferente a la del OA, las PTXs han sido 
clasificadas como un grupo independiente. Las PTXs no inhiben a las fosfatasas de 
proteínas PP2A y PP1 [95] y no se conoce su diana intracelular. Sin embargo, se ha 
demostrado un efecto sobre el citoesqueleto de actina [96-98] 
Algunos análogos como la PTX-6 se forman a partir de la PTX-2 en tejidos de 
moluscos. Aunque han sido descubiertas en glándulas digestivas de vieiras, 
Patinopecten yessoensis, contaminadas con DSP [99], también se acumulan en 
otros moluscos bivalvos filtradores como ostras y mejillones. 
 
 
▪ Ciguatoxinas (CTXs) 
Las CTXs son toxinas marinas producidas principalmente por dinoflagelados del 
género Gambierdiscus, como G.pacificus, G. toxicus, G. polynesiensis. Aunque 
también las pueden producir otros microorganismos como Prorocentrum concavum, 
Prorocentrum mexicanum, Procrocentrum rhathytum, Gymnodinium sangieneum y 




Gonyaulax poliedra [100]. Estas toxinas se producen fundamentalmente en las 
regiones del Pacífico, Caribe e Índico y se acumulan en la cadena alimentaria, 
pasan desde los pequeños peces herbívoros que se alimentan en los arrecifes de 
coral a los órganos de los grandes peces carnívoros que se alimentan de ellos 
[101]. Las CTXs causan el síndrome CFP, que se caracteriza por una amplia 
variedad de síntomas gastrointestinales, neurológicos y cardiovasculares. Como 
Gambierduscusestá principalmente distribuido alrededor de los trópicos entre la 
latitud 32° N y 32°S, consecuentemente el síndrome CFP está mayormente ligado a 
regiones de los océanos Pacífico, Índico occidental y del mar Caribe. Los síntomas 
gastrointestinales incluyen vómitos, diarrea, náuseas y dolor abdominal y ocurren 
típicamente al comienzo de la enfermedad. Los síntomas neurológicos se producen 
siempre e incluyen hormigueo en labios, manos y pies, percepción térmica alterada 
y una gran picazón de la piel. CFP es el tipo de intoxicación alimentaria debida a 
toxinas marinas más común en todo el mundo, con un número estimado de 10.000 
a 50.000 intoxicaciones anuales [101]. 
Químicamente las CTXs son compuestos polietéreos, solubles en lípidos y 
formadas por 13 ó 14 anillos unidos mediante enlaces éter que generan una 
estructura rígida (figura 11). Inicialmente se les dio el nombre de gambiertoxinas a 
los compuestos producidos directamente por el dinoflagelado, reservándose el 
término CTXs para los derivados de la biotransformación de las sustancias 
originales en su paso por la cadena trófica. Actualmente se ha ampliado el término 
de CTXs incluyendo también a las gambiertoxinas [102]. Se han caracterizado 
varios análogos de CTXs que reciben distinto nombre dependiendo de la 
localización: una parte procede del Caribe (C-CTXs), otra del Pacífico (P-CTXs) y 
otra del Índico (I-CTXs). En la tabla 2 se muestran los análogos más comunes de 
cada localización. Las CTXs son relativamente estables al calor, su toxicidad 
permanece después de la cocción, la congelación o la exposición a condiciones de 
acidez suave y básica [103]. 





Figura 11: Estructura de P-CTX-1 y C-CTX-1. 
 
 
   
 
 






P-CTX-1 1110,6 [104] 
P-CTX-2 1094,7 [104] 
P-CTX-3 1126,7 [104] 
P-CTX-3C 1022,5 [105] 
 P-CTX-4A 1060,5 [106] 
 P-CTX-4B 1060,5 [106] 
2,3-dihydroxy P-CTX-3C 1056,5 [107] 
51-hydroxy P-CTX-3C 1038,5 [107] 
C-CTX-1 1040,6 [108] 
C-CTX-2 1040,6 [108] 
I-CTX-1 1040,6 [109] 
I-CTX-2 1040,6 [109] 
I-CTX-3 1156,6 [109] 
I-CTX-4 1156,6 [109] 




La información toxicológica para este grupo de toxinas comprenden 
principalmente estudios de toxicidad aguda llevados a cabo por inyección i.p. [101]. 
En general son más tóxicas las P-CTXs que las C-CTXs. La P-CTX-1, P-CTX-2 y P-
CTX-3 tienen una dosis letal 50 (LD50) de 0,25, 2,3 y 0,9 µg/kg, respectivamente 
[110]. Sin embargo, la LD50 de C-CTX-1, es 3,6 µg/kg [111]. El mecanismo de 
acción de las CTXs se asocia con la apertura de los canales de sodio dependientes 
de voltaje en las células excitables. Se ha comprobado que su actividad sobre el 
canal de sodio es inhibida competitivamente por otras ficotoxinas marinas, como las 
BTXs, por lo que es posible que al igual que ellas, las CTXs ejerzan su acción al 
unirse específicamente al sitio 5 del canal de sodio con alta afinidad [39]. 
Se conoce poco sobre la distribución de las especies de Gambierdiscus. Por lo 
general, el área de distribución de este dinoflagelado se sitúa en las zonas del 
Pacífico y del Caribe. Por ejemplo, G. belizeanus, G. carolinianus, G. ruetzleri and 
G. riotypes son exclusivos del océano Atlántico y G. australes, G. pacificus, G. 
polynesiensis, G. toxicus y G. yasumotoi han sido encontradas solo en el océano 
Pacífico. Sin embargo en un estudio reciente sobre la distribución de este 
dinoflageladose observó que algunas otras especies como G. carpenteri y G. 
caribaeus tienen una distribución global [112]. En general, las concentraciones altas 
de Gambierdiscus se asocian con elevadas temperaturas del agua pero también 
con tipos de desastres naturales como huracanes, vientos fuertes y entradas de 
nutrientes [112]. En los últimos años, la presencia de Gambierdiscus se ha 
registrado en la zona este del Mediterráneo. El primer registro de la presencia de 
Gambierdiscus en esta zona se dio en la isla de Creta en 2003 [113]. 
Posteriormente, en enero de 2004 una familia de pescadores tuvo síntomas de CFP 
después de la ingesta de parte de un pescado, de la especie Seriola rivoliana, de 
26 Kg capturado en la costa de las islas Canarias. Una muestra de 150 g de este 
pescado se conservó en el congelador y se analizó por un ensayo in vitro específico 
para toxinas que actúan sobre los canales de sodio y por LC-MS/MS. Los 
resultados de los análisis fueron positivos y el contenido de CTX en la muestra 
resultó ser de 1,0 µg/kg [114]. Años más tarde, también se confirmó la presencia de 
organismos que producen CTXs en el Mediterráneo, en la costa de Israel [115] y de 
nuevo en las islas Canarias [116]. Estos hallazgos sugieren una expansión de estas 
toxinas a nuevas áreas y por consiguiente, su aparición y en peces y moluscos 
europeos. 
 




▪ Iminas cíclicas (CIs) 
Este grupo está formado por SPXs, GYMs, pinnatoxinas, pteriatoxinas, 
prorocentrolides y spiro-prorocentrimines. Son compuestos macrocíclicos formados 
por grupos imina y grupos éter con uniones tipo espiro. Debido a su similitud en 
estructura química y en toxicidad en ratones, todas estas toxinas se consideran en 
el mismo grupo. Los datos toxicológicos para las CIs son limitados y comprenden 
solo estudios de su toxicidad aguda tras administración i.p. o administración oral 
con sonda. Las CIs bloquean los receptores de acetilcolina en el sistema nervioso 
periférico y central, incluyendo uniones neuromusculares [117]. 
 
● Espirólidos (SPXs) 
Los SPXs son el grupo más grande de las CIs. Actualmente se conocen 12 
análogos, de los cuales el 13-desmetil SPX C (13-desMeC) es el más común en los 
moluscos (figura 12). La primera vez que se detectaron fue en mejillones y almejas 
de Nueva Escocia (Canadá) durante la primavera y el verano de 1991 [118,119]. En 
esta época también se registraron síntomas en humanos como taquicardia y 
dolores gastrointestinales después del consumo de los moluscos contaminados. El 
organismo identificado como el productor de estas toxinas fue Alexandrium 
ostenfeldii (A. ostenfeldii). Hasta entonces, este organismo considerado una 
especie de agua fría [120], solo se había descrito como un productor de 
neurotoxinas associadas a PSP [121,122] ya que varias especies del género 
Alexandrium producían toxinas PSP. Sin embargo, después de este episodio, A. 
ostenfeldii se identificó como el principal productor de SPXs [123]. 
En la última década, A. ostenfeldii ha aparecido en aguas templadas de todo el 
mundo con la peculiaridad de que las toxinas que producen pueden ser diferentes 
dependiendo de la región de la que proceda el dinoflagelado. Por ejemplo, en la 
costa de Canadá, golfo de Maine, USA y en el norte del mar Adriático en Italia, A. 
ostenfeldii produce SPXs [120]. Sin embargo, en la costa de Nueva Zelanda, este 
organismo solo produce toxinas PSP [124] y finalmente, en Dinamarca y países 
escandinavos, se encontraron ambos grupos de toxinas en el mismo periodo de 
tiempo [121]. Los SPXs se han detectado en un gran número de especies y 
localidades en todo el mundo. Además de Canadá, USA (golfo de Maine) [125], 
Dinamarca [122] e Italia [126], se han detectado también en España [127], Francia 
[128], Irlanda [129], Escocia [130], Noruega [131], y Chile [132]. 




Además del anillo imina heptacíclico, los SPXs contienen grupos éter cíclicos 
unidos por grupos espiro (figura 12). Basado en su estructura química, estos 
compuestos se dividen en 4 grupos. En el primero se engloban los SPXs que, 
además del anillo imina heptacíclico, tienen un sistema de 3 anillos éter de 5 y 6 
lados unidos por grupos espiro (unión 6-5-5). Esta clase incluye SPX A, B, C, D, 13-
desMeC, 13,19-didesmetil espirólido C (13,19-didesMeC), 13-desmetil espirólido D 
(13-desMeD), 27-hidroxi-13,19-didesmetil SPX C (27-OH-13,19-didesMeC). El 
segundo grupo de SPXs tiene el mismo sistema de anillos éter pero el anillo imina 
heptacíclico está abierto dando lugar a unaamina. Esta clase comprende SPX E y 
F. El tercer grupo incluye SPX G y su análogo 20-metil-espirólidoG (20-MeG). 
Ambos tienen el anillo imina heptacíclico y un inusual sistema de anillos 
trispiroketal-5-5-6, el cual no ha sido encontrado en otros grupos de toxinas marinas 
[122]. Posteriormente, se ha descrito el cuarto grupo comprendido por los SPXs H e 
I [133]. Los 2 contienen un sistema de anillos dispiroketal-5-6 en lugar del sistema 
de anillos trispiroketal característico de los SPXs previamente descritos. A pesar de 
que el grupo imina se considera un grupo funcional que se hidroliza con facilidad 
[134], se ha demostrado que en los SPXs del grupo C, D y G (SPX C, D, G, 13-
desMeC, 13,19-didesMeC, 13-desMeD, 27-OH-13,19-didesMeC y 20-MeG) el 
grupo imina es completamente estable a la hidrólisis ácida y a la hidrólisis 
enzimática en el molusco [134,135]. Estos SPXs contienen un grupo metil adicional 
que no poseen los SPXs A y B. 
 
    
Figura 12: Estructura del 13-desmetil-SPX-C. 
 
 
Estudios iniciales sobre el mecanismo de acción de los SPXs, revelaron que el 
13-desMeC causa una sobreexpresión de receptores muscarínicos (mAChR) y 
nicotínicos (nAChR) de acetilcolina [136]. Posteriormente, se demostró que los 




SPXs se unen a los nAChR neuronales con afinidades subnanomorales ejerciendo 
un antagonismo potente [3] y también que se une a los mAChRs produciendo una 
reducción de la función, una disminución de la unión de antagonista específicay 
alteraciones del receptor en células de neuroblastoma humano [137]. Hasta hace 
poco tiempo, la existencia del grupo imina cíclico se consideraba un elemento 
indispensable para que los SPXs presentaran toxicidad [117]. Sin embargo, se ha 
descrito que el SPX H, que contiene el grupo imina cíclico intacto, no muestra 
toxicidad en el MBA, lo que sugiere que la presencia de la imina cíclica no es solo el 
único requisito para la toxicidad [133]. Hay pocos estudios de toxicidad por vía i.p 
en ratones. Se sabe que la LD50 por vía i.p. es de 40 µg/kg para una mezcla de 
SPXs (fundamentalmente de 13-desMeC) [119]. Mientras que muestras puras de 
13-desMeC, SPX C, y 20-MeG tienen una LD50 de 6.9, 8.0 y 8.0 µg/kg, 
respectivamente [117]. Los SPX B y D presentan la misma potencia tóxica con una 
dosis letal 100% (LD100) de 250 µg/kg [138]. El SPX A, presenta una toxicidad 
mucho menor con una LD50 de 250 µg/kg [139]. Los SPXs E y F, que no poseen 
grupo imina cíclico, son mucho menos tóxicos y con dosis inferiores a 1 mg/kg no 
se observa ningún efecto adverso. Por vía oral, los SPXs son mucho menos tóxicos 
que cuando se inyectan por vía i.p. Hay varios estudios en los que se administran 
distintos análogos de estos compuestos a ratones por medio de una sonda y en 
presencia de comida y los resultados son muy distintos según el modo de 
administración. Los SPXs muestran una mayor toxicidad cuando se administran con 
sonda que en presencia de comida. En animales intubados, la LD50 del SPX C, 13-
desMeC y 20-MeG se sitúa entre 53 y 176 µg/kg [117]. En el caso de la 
administración en presencia de comida, los valores de LD50 para el SPX C y 13-
desMeC se encuentran entre 500 y 780 µg/kg y para el 20-MeG entre 500 y 625 
µg/kg [117]. 
 
● Gimnodiminas (GYMs) 
La primera referencia histórica de la GYM, es de 1994 en Nueva Zelanda, donde 
controles rutinarios para la detección de toxinas liposolubles presentaron una 
toxicidad neurológica inusual [140]. Durante el mismo periodo, se observó un 
florecimento de Gymnodinium mikimotoi, por loque el compuesto bioactivo que se 
aisló de ostras contaminadas, se denominó GYM [141]. Posteriormente, ese 
dinoflagelado se identificó como Gymnodinium selliforme y finalmente renombrado 
como Karenia selliformis [142]. En la actualidad este organismo es el único 




productor conocido de estas toxinas. A parte de Nueva Zelanda, también se ha 
registrado presencia de GYM en moluscos de Túnez [143] y de Australia [144]. 
La toxicidad en humanos de este compuesto es desconocida, pero estudios en 
ratones muestran que la GYM es mucho más tóxica por vía i.p. (LD50 en el rango 
80-96 μg/kg [145,146] que por vía oral, donde cantidades de7500 μg/kg 
suministrados en presencia de comida no provocan ningún signo de toxicidad [145]. 
Actualmente se conocen dos análogos más, la gymnodimina B (GYM-B) y la 
gymnodimina C (GYM-C) (figura 13) [147,148], ambas aisladas de cultivos de 
Karenia selliformis. Y a la GYM inicialmente descubierta se le denomina 
actualmente gymnodimina A (GYM-A) (figura 13) [149]. Estudios recientes en 
ratones muestran que la GYM-B presenta una LD50 por vía i.p. de 800 μg/kg [146]. 
No existen datos de toxicidad para GYM-C. 
La diana principal de estas ficotoxinas son los receptores colinérgicos 
nicotínicos, tanto musculares como neuronales, a los que se unen con afinidades 





Figura 13: Estructura de las GYMs. 
 
 
● Pinnatoxinas (PnTXs) 
Las PnTXs son las CIs que presentan la estructura química más cercana a los 
SPXs. Este subgrupo está formado por siete análogos (A, B, C, D, E, F y G). 
Durante muchos años, estas toxinas sólo se aislaron de moluscos japoneses, 
almeja Pinna muricata[150], pero en los últimos años han aparecido en Australia y 
Nueva Zelanda [151], en Noruega [152] y en Canadá [153]. Por vía i.p. estas 




toxinas presentan una dosis letal 99% (LD99) en ratones de entre 22 y 400 μg/kg 
[12]. Estudios iniciales con extractos de la almeja Pinna attenuata, sugerían que 
estos compuestos eran activadores de canales de calcio [154], sin embargo se ha 
demostrado que actúan inhibiendo los nAChR de manera irreversible [155]. 
 
● Pteriatoxinas (PtTXs) 
El grupo de las PtTXs está formado por tres análogos: A, B y C [156]. Su nombre 
proviene de la ostra Pteria penguin, de donde se aislaron en 2001 [41]. A pesar de 
que esta especie de ostras está ampliamente distribuida, las PtTXs solo han 
aparecido en moluscos japoneses [117,151].  Existe la hipótesis que Pteria penguin 
y Pinna muricata acumulan las mismas toxinas precursoras pero las metabolizan de 
forma distinta [157]. La toxicidad i.p. en ratón, LD99, varía entre los 8 y los 100 μg/kg 




Los prorocentrolidos, A y B, son las CIs más grandes, con una masa molecular 
alrededor de 1000 Da. Los prorocentrolidos A se aislaron de Prorocentrum lima 
[158] y los prorocentrolidos B de Prorocentrum maculosum (anteriormente 
Prorocentrum concavum) [159]. A menudo se encuentran junto al OA y sus 
derivados. No existen datos fiables sobre la toxicidad de estos compuestos ni sobre 
su mecanismo de acción. 
 
● Espiro-prorocentrimina 
Esta toxina única de su subgrupo, se aisló de una cepa bentónica de 
Prorocentrum sp. en Taiwan [160]. El único dato de toxicidad existente es su LD99 
por vía i.p. en ratones, que equivale a 2500 μg/kg [160]. No existen datos sobre su 














1.2. Métodos de detección de toxinas marinas 
 
El riesgo asociado con el consumo de moluscos ha obligado a las autoridades 
de todo el mundo a instalar sistemas de monitoreo que impiden que los moluscos 
con toxinas pasen a los mercados e intoxiquen a los consumidores. El monitoreo de 
toxinas marinas se ha convertido en una cuestión importante, no sólo desde un 
punto de vista sanitario, sino también desde el punto de vista económico ya que la 
presencia de floraciones de toxinas en aguas controladas conlleva a cerrar las 
áreas de producción, con las consecuentes pérdidas económicas. En este sentido, 
es muy importante emplear el menor tiempo posible en el análisis e interpretación 
de los resultados utilizando métodos de detección rápidos y eficaces. En las últimas 
décadas se han desarrollado una serie de métodos analíticos que comprenden 
ensayos in vivo como el MBA, ensayos in vitro (celulares, de receptores, de 
inhibición enzimática e immunoensayos) y métodos químicos que incluyen análisis 
por cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) con detección por ultravioleta 
(UV), por fluorescencia (FLD) y por espectrometría de masas (MS) [161]. En el 
mundo, la legislación de las toxinas marinas difiere de unos países a otros. En 
Japón, Canadá y Sudamérica, el método utilizado para el control oficial de la 
mayoría de las toxinas es el MBA, mientras que en Nueva Zelanda se utilizan 
métodos químicos para los programas de monitoreo [162,163]. La legislación 
europea reconoce distintos métodos de detección para varios grupos de toxinas 
citados anteriormente pero otros muchos no están regulados. En la siguiente tabla 
(tabla 3) se recogen los grupos de toxinas que están regulados en la Unión Europea 
(UE), los métodos oficiales para su detección y los límites reglamentarios según la 
legislación actual. En general, además de los métodos de análisis biológicos deben 
aceptarse métodos de detección alternativos, como son los métodos químicos y los 
ensayos in vitro, si se demuestra que son tan eficaces como el método biológico y 
que su aplicación proporciona un nivel equivalente de protección de la salud 
pública. El método de referencia para la detección oficial de las toxinas lipofílicas 
durante años fue exclusivamente el método del MBA. Pero desde julio del 2011 se 
reconoce el método químico (tecnología LC-MS/MS) como método de referencia 
para la detección de las toxinas lipofílicas [164]. Después de 3 años de convivencia 
de ambos métodos, en el 2014, la técnica de la LC-MS/MS será el único método 
oficial. 
 









oficiales Toxinas reguladas  Límites  
HIDROFÍLICAS 
DA HPLC y ELISA DA y análogos (DA, iso-DA A, D, E, F and epi-DA) 20 mg DA/kg 
STX HPLC y MBA 
STX y análogos (dcSTX, GTX1,4, GTX2,3, GTX5, C1,2, C3,4, NEO) 






YTX, 45-OH-DTX, homoYTX, 45-homoYTX 
1 mg eq 
YTX/kg 
AZAs 
AZA-1, AZA-2, AZA-3 
160 µg eq 
AZA/kg 




Tabla 3: Toxinas reguladas en la UE, métodos oficiales para su detección y límites para 
cada uno de los grupos de toxinas. 
 
 
▪ Grupo del DA 
El grupo del DA se pueden detectarporHPLCo por el ensayo de 
inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) [165,166]. Si los resultados por ambos 
métodos son contradictorios, el método de referencia debe ser el HPLC [165]. El 
hecho de que la estructura del DA presente un grupo dieno conjugado hace que 
presente un pico de absorción a λmax = 242 nm lo que facilita la determinación por 
HPLC seguido por la detección UV (HPLC-UV). El primer método de HPLC-UV se 
desarrolló en 1989 después de una extracción con metanol al 50% acuoso [167]. En 
1991, se propuso un método de HPLC-UV basado en una extracción con ácido 
clorhídrico (HCl) 0,1 M [168]. Este análisis por HPLC-UV se mejoró posteriormente 
combinando la extracción con metanol al 50% acuoso con un paso de limpieza 
adicional [169]. También es posible medir el DA con un método de HPLC con 
detección por FLD (HPLC-FLD). Este método se basa en una derivatización pre-
columna con, por ejemplo, 9 fluorenilmetilcloroformato para formar el 
fluorenilmetoxicarbonilo derivado o 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol, que se 
detecta por HPLC-FLD [170,171]. Este método se desarrolló en un primer lugar 
para monitorizar el DA en el agua del mar y fitoplancton, así como para la detección 
de DA en extractos de moluscos [172]. También se han desarrollado varios 
métodos de HPLC, utilizando la detección MS [173-175]. El otro método oficial, 
ELISA, es un método simple y altamente sensible que permite la cuantificación 
simultánea y rápida de un gran número de muestras [176]. El ensayo se basa en el 
reconocimiento específico de la toxina por anticuerpos que se unen a ella. El 
complejo toxina-anticuerpo se detecta y se mide con la ayuda de un anticuerpo 




marcado con una enzima. Se añade un reactivo no coloreado, y el enzima produce 
una reacción de color donde la intensidad de color es directamente proporcional a 
la concentración de la toxina en la muestra. El color se mide por absorbancia. Este 
método es efectivo para la determinación de la concentración de DA y para un 
cribado [176]. Después de su comercialización en 1998 [177] este método fue 
mejorado [178]. Actualmente hay un kit comercial con el que se puede detectar el 
DA con un límite de detección de 10 mg / kg de molusco. Siendo el límite oficial 20 
mg / kg de carne [179]. El grupo de expertos en la cadena alimentaria de la 
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) basándose en los datos 
disponibles sobre toxicidad aguda en humanos han establecido una dosis de 
referencia aguda para el DA de 30 mg/kg peso corporal [180]. 
 
▪ Grupo de las Saxitoxinas (STXs) 
El grupo de las STXs se puede detectar por MBA como método de referenciao 
por HPLC (método de Lawrence) [165,181]. La primera vez que se utilizó el MBA 
para la determinación de toxinas PSP fue en 1937 para analizar extractos ácidos de 
mejillón [182]. Posteriormente, el protocolo se estandarizó y se validó a través de 
una serie de estudios intercomparativos. Este método de referencia es reconocido 
internacionalmente para cuantificar toxinas PSP y se usa en los programas de 
monitoreo de todo el mundo [183]. El MBA para toxinas PSP comprende la 
extracción del tejido (cuerpo entero u órganos seleccionados) en medio acuoso 
ácido. La detección se realiza inoculando 1 mL del sobrenadante del extracto en 
tres ratones por vía i.p. y se monitoriza la sintomatología y el tiempo transcurrido 
hasta la muerte del animal. La toxicidad de la muestra se expresa en unidades de 
ratón (1 unidad de ratón se define como la cantidad mínima necesaria para 
provocar la muerte de un ratón de entre 18 y 22 g de peso en 15 minutos) y se 
calcula según las curvas de respuesta a las dosis obtenidas con estándares de 
STX. Entre los métodos químicos el único que ha sido validado internacionalmente 
por la AOAC para la detección de las PSP es el método de Lawrence [168]. Es un 
método de HPLC con detección por FLD y con derivatización precolumna (usando 
peróxido de hidrógeno y periodato) [184]. Este método es aplicable a la 
determinación de STX, NEO, GTX-2 y 3 (juntas), GTX-1 y 4 (juntas), dc-STX, GTX5 
(B-1), C-1 y C-2 (juntas), y C-3 y C-4 (juntas) en moluscos bivalvos (mejillones, 
ostras, almejas y vieras). Otro método químico no oficial empleado para la 
determinación de biotoxinas PSP es el método de Oshima 1984 [185]. Este método 




está basado en una oxidación alcalina postcolumna para producir derivados 
fluorescentes. Actualmente, en la UE el límite máximo permitido de estas toxinas en 
moluscos destinados al consumo humano es de 800 μg STX equivalentes/ kg de 
carne de molusco (cuerpo entero o partes comestibles) [186]. La EFSA ha 
establecido una dosis de referencia aguda para la STX y análogos de 0,5 mg eq. 
STX/ Kg y ha apuntado que no es posible hacer una estimación fiable del riesgo 
que supone el consumo de moluscos en el mercado porque hay una alta proporción 
de muestras en las que no se detecta las STXs debido a que los métodos analíticos 
tienen unos límites de detección altos [187]. 
 
 
▪ Toxinas lipofílicas 
El método de referencia para la detección oficial de las toxinas lipofílicas durante 
años fue exclusivamente el método del MBA. En Europa, desde julio del 2011 se 
reconoce la tecnología basada en la LC-MS/MS como método de referencia para la 
detección de las siguientes toxinas lipofílicas: toxinas del grupo del OA (OA, DTX-1, 
DTX-2 y DTX-3), toxinas del grupo de las PTXs (PTX-1 y PTX-2), toxinas del grupo 
de la YTX (YTX, 45 OH YTX, homo YTX, y 45 OH homo YTX) y toxinas del grupo 
de los AZAs (AZA-1, AZA-2 y AZA-3) [164]. Después de 3 años de convivencia de 
ambos métodos, a partir de 2014, la técnica de la LC-MS/MS será el único método 
oficial. Este método está orientado a detectar distintas toxinas marinas en un corto 
periodo de tiempo [162,188] y así poder usarse en programas de monitoreo. En 
general, este método es específico y permite la detección simultánea de varias 
toxinas con un límite de detección (LOD) y un límite de cuantificación (LOQ) bajos. 
Actualmente hay un protocolo aprobado por el Laboratorio de Referencia Europeo 
para biotoxinas marinas [189] donde se describe las condiciones del análisis. El 
método utiliza una cromatografía en fase reversa en una columna de sílica C8 o 
C18 y un gradiente de elución o isocrático con fases móviles a base de acetonitrilo 
(ACN) y agua que contienen modificadores volátiles como ácido acético, ácido 
fórmico, formiato amónico o acetato de amonio. La detección por MS se lleva a 
cabo en modo de monitoreo de reacciones múltiples (MRM) usando dos 
transiciones por toxina. La transición que presenta la intensidad más alta se usa 
para la cuantificación de la toxina, mientras que la transición con baja intensidad se 
usa para confirmar el compuesto. Con la excepción del grupo del OA y de la YTX 
que se ionizan en modo de ionización negativo, el resto de las toxinas lipofílicas se 




ioniza en modo positivo. Si el instrumento es capaz de trabajar en modo simultáneo 
positivo y negativo, los métodos de MS incluyen las transiciones para las toxinas 
que se ionizan en ambos modos. Si el equipo no es capaz, los compuestos se 
detectan en dos cromatogramas, uno operando en modo positivo y el otro en modo 
negativo. Los parámetros de MS deben estar optimizados con estándares de 
toxinas para conseguir el máximo nivel de sensibilidad en los análisis. Hasta la 
fecha, se han descrito sobre 200 toxinas lipofílicas [162]. Sin embargo, este método 
de LC-MS/MS está enfocado al análisis de las toxinas reguladas en la UE. En la 
tabla 4 se recogen las principales características del método químico para detectar 
las toxinas lipofílicas por LC-MS/MS. 
 
 
Condiciones de LC  
Columna BDS-Hypersil C8, 50 mm x 2 mm, 3µm  
Flujo 0.2 mL/min 
Volumen de 
inyección 5 µL 
Tª de la columna 25 ºC 
Gradiente 
Tiempo (min) Fase móvil A (%) Fase móvil B (%) 
0 70 30 
8 10 90 
11 10 90 
11.5 70 30 
17 70 30 
Transiciones 
MS/MS  
Compuesto ESI Q1 > Q3 Q1 > Q3 
OA / DTX-2 neg 803.5 > 255.0 803.5 > 113.0 
DTX-1 neg 817.5 > 255.0 817.5 > 113.0 
YTX neg 1141.5 > 1061.7 1141.5 > 855.5 
45 OH-YTX neg 1157.5 > 1077.7 1157.5 > 871.5 
HomoYTX neg 1155.5 > 1075.5 1155.5 > 869.5 
45 OH-HomoYTX neg 1171.5 > 1091.5 1171.5 > 869.5 
PTX-1 pos 892.5 > 821.5 892.5 > 213.2 
PTX-2 pos 876.5 > 823.4 876.5 > 213.2 
AZA-1 pos 842.5 > 824.5 842.5 > 806.5 
AZA-2 pos 856.5 > 838.5 856.5 > 820.5 
AZA-3 pos 828.5 > 810.5 828.5 > 792.5 
 
 
Tabla 4: Principales características del método LC-MS/MS para la detección de las 
toxinas lipofílicas. La fase móvil está compuesta de agua (A) y ACN/ agua (95:5) (B), ambas 
conteniendo 50 mM de ácido fórmico y 2 mM de formiato amónico. Las transiciones MS/MS 
para monitorizar las toxinas están también indicadas en ella. 




Otros métodos no oficiales para detectar las toxinas lipofílicas son los métodos 
funcionales basados en el mecanismo de acción de cada una de ellas. Por ejemplo, 
para las toxinas del grupo del OA, hay ensayos que utilizan la fosfoprotein-fosfatasa 
[190-192] que pueden detectar las toxinas a niveles por debajo del límite legislado. 
Para la YTX hay ensayos basados en interacciones de la este compuesto con las 
fosfodiesterasas [85,193,194]. 
Los SPXs y las CTXs no están reguladas por lo que no existen métodos oficiales 
para su detección. Los SPXs se incluyencon frecuencia en el método oficial de 
multi-toxinas de LC-MS/MS porque se detectan en las mismas condiciones de 
cromatografía [195]. Además para los SPXs, se ha utilizado su capacidad de unirse 
a los nAChR para desarrollar métodos de detección [196]. Para las CTXs, el 
método químico que se emplea con más frecuencia también es la tecnología de la 
LC-MS/MS. Los sistemas de cromatografía líquida comprenden columnas C18 
como Phenomenex Luna-5 µm [197] o Zorbax 300SB-3.5 µm [109,198] y C18 como 
Phenomenex Hyperclone [199] o Phenomenex Luna [73]. Las fases móviles están 
compuestas generalmente de ACN y agua [109,114,199,200]. Además de los 
métodos químicos, las CTXs se pueden detectar por MBA, descrito por primera vez 
en 1960 [201] y por ensayos in vitro. En este grupo se engloban los ensayos de 
citotoxicidad [27], los inmunoensayos y los ensayos de unión a receptores [74] que 
están basados en la inhibición de la unión de una brevetoxina tritiada, [3H]-
brevetoxina-3, a los canales de sodio de células de cerebro de rata en presencia de 
grupos de CTX [74]. Aunque actualmente no existen límites legislados para las 
toxinas del grupo de las CIs ni de las CTXs, para los SPXs se ha propuesto fijar la 
cantidad de 400 μg/ kg de carne [202]. Y en lo que respecta a las CTXs, el 
reglamento de la UE establece que se llevarán a cabo controles para asegurar que 






























La presencia de toxinas lipofílicas es cada vez más frecuente en las costas 
europeas. Los sistemas oficiales de monitorización y control garantizan la ausencia 
de estos compuestos en los productos de la pesca destinados al consumo. Sin 
embargo, la aparición de toxinas nuevas y la presencia de toxinas de otras latitudes 
en Europa hace necesaria una constante renovación de la información disponible 
para una actualización de la legislación. En este contexto, los objetivos de la 
presente tesis doctoral son: 
-La purificación de SPXs en alta cantidad a partir del dinoflagelado Alexandrium 
ostenfeldii, para desarrollar un método de detección basado en su mecanismo de 
acción y estudiar su farmacocinética y toxicidad. 
-Estudiar la presencia de CTXs en productos de la pesca recogidos en las costas 
europeas. 
-Evaluar los parámetros críticos del nuevo método oficial de detección de toxinas 































En esta sección se presentan los resultados obtenidos en la tesis doctoral que 
han sido publicados en revistas científicas, en total 7 artículos. En cada artículo se 
describe la metodología científica utilizada, así como las conclusiones y la discusión 
de los resultados obtenidos. Las publicaciones que se muestran están relacionadas 
con la producción, purificación, detección y toxicidad de los SPXs y con la detección 
de las CTXs y toxinas DSP. 
De este modo, los resultados obtenidos se agrupan en tres secciones que se 
resumen a continuación: 
 
3.2. SECCIÓN I: SPXs. Producción, purificación, detección y estudios de 
toxicidad in vivo de SPXs. 
Los SPXs se han detectado en un gran número de localizaciones en todo el 
mundo, pero el estudio de su mecanismo de acción y de sus efectos tóxicos se 
ralentizó debido a la escasa cantidad de patrones de esta toxina. A. ostenfeldii es el 
principal productor de SPXs, aunque a menudo produce distintas toxinas del grupo 
de las PSP [121,124]. Este dinoflagelado aparece en el agua del mar en bajas 
concentraciones, generalmente menores a 103 céls/L. La máxima densidad de 
células en episodios tóxicos es menor a 4 x 103 céls/L en Nueva Escocia [205], 7,7 
x 103 céls/L en las costas danesas [206] y, 2,2 x 103 céls/L en aguas noruegas 
[131]. Por lo tanto, el desarrollo de un método de purificación de esta toxina y la 
producción a gran escala a partir de cultivos de A. ostenfeldii es de enorme 
importancia. 
A pesar de que no se han descrito intoxicaciones humanas debido a la 
ingestión de SPXs, su gran recurrencia en numerosos países y los síntomas 
observados en el MBA indican que estos compuestos constituyen un grupo de 
toxinas que deberían estar reguladas. Hay varios que apuntan a que los mAChR y 
los nAChR son la principal diana de los SPXs [136,137]. Pero la falta de datos 
toxicológicos impide que se fijen límites legislados para estas toxinas y en general 
para el grupo de las CIs. Y por lo tanto, no se establece un método oficial de 
monitorización para su detección. 
En esta sección se aborda el estudio de las condiciones ambientales en las que 
se producen estas toxinas, así como el desarrollo de un método de purificación para 
obtener estos compuestos puros. Se propuso un método de detección funcional 
para estas toxinas basado en la unión a los nAChR, susceptible de ser utilizado 




para medir concentraciones de SPXs en varias muestras, incluyendo mejillones 
destinados al consumo humano. Por último, se estudió la toxicidad oral e i.p. de los 
SPXs en ratones y sus efectos toxicológicos. Esta información es muy importante 
para la regulación en la UE de los SPX. 
 
A esta sección corresponden las siguientes publicaciones: 
I.1. Effects of environmental regimens on the toxin profile of Alexandrium 
ostenfeldii. 
I.2.New protocol to obtain spirolides from Alexandrium ostenfeldii cultures with 
high recovery and purity. 
1.3. First direct fluorescence polarization assay for the detection and 
quantification of spirolides in mussel samples. 
I.4. Pharmacokinetic and toxicological data of spirolides after oral and 
intraperitoneal administration. 
 




Las condiciones ambientales son factores clave en el crecimiento y desarrollo 
del fitoplancton marino. Este estudio muestra la primera evidencia de que los 
factores ambientales externos pueden influenciar en el perfil de toxina producida 
por el dinoflagelado A. ostenfeldii. La especie investigada es originaria de la costa 
del Atlántico Norte y sus células crecieron bajo varios parámetros físicos 
ambientales. La producción de toxina se midió por LC-MS/MS y los cromatogramas 
reflejaron la presencia de dos SPXs en todos los cultivos, uno en la región m/z 
692,5, que corresponde al 13-desMeC y el otro en la región m/z 678,5, que 
corresponde al 13,19-didesMeC. Los parámetros físicos que se estudiaron fueron 
salinidad, medio de cultivo y fotoperíodo. La cantidad más alta de toxina por célula 
se obtuvo cuando los dinoflagelados crecieron en medio de cultivo F/2 y Walne, 28 
‰ de salinidad, y 24h de luz. Sin embargo, la mayor proporción de 13,19-didesMeC 
con respecto a 13-desMeC se obtuvo en medio L1, 33 ‰ de salinidad y 14:10 h luz: 
oscuridad. Por el contrario, la proporción más alta de 13-desMeC se obtuvo cuando 
A. ostenfeldii se cultivó en medio F/2, 28 ‰ de salinidad y el mismo fotoperíodo. 
Teniendo en cuenta estos parámetros, en este estudio se mostraron las 




condiciones óptimas para cultivar A. ostenfeldii y obtener gran cantidad de SPXs 
por células. Además, esas condiciones ambientales pueden ser consideradas una 
herramienta para predecir y evitar las floraciones de A. ostenfeliii. 






































































I.2. Nuevo protocolo para obtener SPXs a partir de cultivos de A. 
ostenfeldii con gran recuperación y pureza. 
 
Resumen 
Para cuantificar toxinas mediante métodos de detección químicos es de suma 
importancia la utilización de estándares para cada una de ellas. Muchas de estas 
toxinas no están disponibles como patrones o son difíciles de obtener con gran 
pureza. La importancia de este trabajo es el diseño de un procedimiento completo 
para extraer grandes cantidades de SPXs y purificarlos a gran escala a partir de los 
cultivos de la cepa de A. ostenfeldii. Para la obtención de los compuestos puros se 
puso a punto un protocolo de extracción y limpieza de las muestras con distintos 
disolventes y posterior purificación en HPLC en escala preparativa. Para proceder a 
la extracción de las toxinas, separamos las células del agua por filtración y se 
realizaron varias extracciones con disolventes orgánicos y varias particiones 
líquido-líquido. En este proceso se consiguió separar los SPXs de las toxinas PSP 
con un alto porcentaje de recuperación. Para limpiar las muestras se realizaron 
varias cromatografías de permeabilización de gel, empleando varias columnas de 
Sephadex LH-20, cargando la muestra con metanol y eluyendo con acetona. 
Finalmente, la purificación de ambas toxinas (13-desMeC y 13-didesMeC) se 
realizó en HPLC preparativo acoplado a un detector MS. La pureza y cantidad de 
ambas toxinas en cada paso se detectó por LC-MS/MS. Ambos compuestos se han 
conseguido en grandes cantidades y con una pureza del 97% para 13-desMeC y 
del 99% para el 13,19-didesMeC. El protocolo demostró ser un método eficaz para 
obtener SPXs con alta pureza, repetitividad, estabilidad y recuperación. 

































































I.3. Primer ensayo directo de polarización de la fluorescencia para la 
detección y cuantificación de SPXs en muestras de mejillones. 
 
Resumen 
En 2009, nuestro grupo de investigación propuso el primer ensayo de 
polarización de la fluorescencia (FP) para detectar CIs. En esta publicación se 
diseña un nuevo ensayo de FP para la cuantificación directa de SPXs. Este nuevo 
método, resultó en una mejora de sensibilidad, rapidez y sencillez. En el diseño del 
método, se utilizaron nAChR de membranas del pez Torpedo marmorata marcados 
con un derivado de la fluoresceína. Los dos SPXs utlizados para el ensayo, 13-
desMeC y 13,19-didesMeC se extrajeron y purificaron de cultivos de A. ostenfeldii. 
Los resultados muestran una disminución en la FP al aumentar la concentración de 
las toxinas. De este modo, se obtiene una relación entre las unidades de FP y la 
cantidad de SPXS en una muestra. Este ensayo directo es un método reproducible, 
simple y muy sensible con un LOD sobre 25 nM para 13-desMeC y 150 nM para 
13,19-didesMeC. Este procedimiento se utilizó para medir SPXs en muestras de 
mejillones utilizando un protocolo de extracción y limpieza compatible con el ensayo 
de FP. Los resultados obtenidos muestran que este método es adecuado para 
cuantificar 13-desMeC en el rango de 50-350 μg/ Kg de carne. Otras toxinas 
liposolubles no interfieren con el ensayo, mostrando que es un método específico. 
Además, la presencia de matriz no afecta en el rango de concentraciones de toxina 
que están relacionadas con el un riesgo de intoxicación por SPXs. 



































































I.4. Farmacocinética y toxicología de SPXs administrados por vía oral e i.p. 
 
Resumen 
Este estudio muestra por primera vez una descripción detallada y completa 
sobre la sintomatología observada en un ratón cuando se administran SPXs por vía 
i.p. También se compara la toxicidad i.p del 13-desMeC, 13,19-didesMeC y 20-MeG 
en experimentos realizados con toxinas de alto grado de pureza. El bioensayo 
indica que 13-desMeC y 13,19-didesMeC son compuestos extremadamente tóxicos 
con una LD50 de 27,9 μg/ kg and 32,2 μg/ kg, respectivamente. Sin embargo, 
cuando 20-MeG se administra i.p. con dosis de hasta 63,5 μg/ kg, no se registraron 
muertes. Con el objetivo de evaluar la toxicidad oral, se administraron SPXs a 
ratones mediante intubación gástrica. Posteriormente, se recogieron muestras de 
sangre, orina y heces y se analizaron por LC-MS/MS. Los SPXs aparecen en la 
sangre a los 15 min y en la orina después de una hora de ser administrados 
oralmente. En resumen, en esta publicación, se proporcionan nuevos datos sobre la 
toxicidad, absorción y excreción de los SPXs en ratones. Esta información es 
importante para la regulación en la UE de los SPXs. 















































3.3. SECCIÓN II: CTXs. Estudio de la presencia de CTXs en las costas 
europeas. 
 
La ciguatera es una intoxicación alimentaria humana causada por la ingestión de 
peces tropicales contaminados con las toxinas lipofílicas conocidas como CTXs. 
Estas toxinas son producidas por dinoflagelados de la especie Gambierdiscus. Los 
peces herbívoros acumulan estas toxinas en su musculatura y vísceras después de 
ingerir los dinoflagelados. Varios estudios epidemiológicos mostraron que la CFP es 
una enfermedad que se da en zonas con latitudes entre los 35º N y los 35º S, 
principalmente en áreas caribeñas, indo-pacíficas pero no en aguas cercanas al 
continente europeo y africano. Sin embargo, en los últimos años varias cepas de 
Gambierdiscus han aparecido en el mar Mediterráneo [113,115] y se ha descrito la 
presencia de CTXs en Canarias [114]. Estos hallazgos revelan una expansión de 
estas toxinas a nuevas zonas bien por la migración de peces o bien porque las 
especies del gº Gambierdiscus son capaces de adaptarse a aguas de estas 
regiones. De este modo, se esperan nuevos casos de CFP en el continente 
europeo. En esta sección se estudia la presencia de este grupo de toxinas en 2 
especies de peces capturados en Europa de los que se sospecha una intoxicación 
por CTX. 
 
A esta sección corresponde la publicación: 
 
 
II. 1. First toxin profile of ciguateric fish in Madeira arquipelago (Europe) 
 




En este estudio, se analizó una especie de Seriola dumerilli de peso 70 kg y una 
especie pequeña de Seriola fasciata capturadas en aguas pertenecientes a las islas 
Salvages (archipiélago de Madeira). Varios peces de este género habían sido 
implicados en casos sospechosos de ciguatera en este archipiélago portugués del 
océano Atlántico Norte. Los análisis se realizan por dos técnicas, un método 




funcional utilizando células granulares de cerebelo y por cromatografía líquida de 
ultra eficacia acoplada a espectrometría de masas (UPLC-MS/MS). El estudio se 
llevó a cabo en una parte del músculo de la cola de Seriola fasciata y en cinco 
partes del cuerpo de Seriola dumerili (músculo de la cola, cabeza, músculos 
ventrales, músculo de la parte central y el hígado). El método funcional consiste en 
el estudio de la modificación de las corrientes de sodio en células granulares de 
cerebelo. Con el método químico se determina el perfil de toxinas de las muestras. 
Este método de UPLC-MS/MS, optimizado en este estudio, permite la separación y 
cuantificación de todos los análogos de CTXs presentes en las muestras. Después 
de una extracción y limpieza, los cromatogramas muestran la presencia de CTX-1B 
en 1111,6 m/z, CTX-3C en 1023,5 m/z, un análogo de CTX en 1040,6 m/z, y una 
CTX de la zona del Caribe o del Índico en 1141,6 m/z. Por lo tanto, los resultados 
obtenidos en este estudio por ambos métodos, confirman por primera vez, la 
presencia de CTXs en peces del archipiélago de Madeira.  
 





























































3.4. SECCIÓN III: DSP. Parámetros que afectan al nuevo método oficial de 
detección en la UE de toxinas lipofílicas (Reglamento Europeo 15/2011). 
 
En la UE, así como en la mayoría de países donde existe regulación para la 
presencia de toxinas marinas en moluscos comestibles, el método oficial de 
referencia para determinar estos compuestos era exclusivamente el MBA. Aunque 
este método presenta una serie de problemas y limitaciones de carácter técnico, 
ético y legal, garantiza la protección de la salud pública. En las últimas décadas se 
han desarrollado varios métodos de detección para los distintos grupos de toxinas, 
tanto métodos funcionales cómo métodos químicos. De estos métodos, el único que 
ha sido reconocido oficialmente como método alternativo a los respectivos MBA 
para las toxinas lipofílicas a partir del 1 de julio de 2011, es la técnica de 
cromatografía con detección MS [164]. Actualmente hay un protocolo aprobado que 
está a disposición para el análisis de estas toxinas [189]. Este protocolo deja abierto 
a elección del analista varios parámetros que pueden modificar sustancialmente los 
resultados. En esta sección se estudia la importancia de estos parámetros.  
 
A esta sección corresponden las siguientes publicaciones:  
III. 1. Effect of uncontrolled factors in a validated liquid chromatography-tandem 
mass spectrometry method question it use as a reference method for marine toxins: 
major causes for concern. 
 
III. 2. Response to Comments on “Effect of uncontrolled factors in a validated 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry method question its use as a 
reference method for marine toxins: major causes for concern” 
 
 
III. 1. El efecto de factores incontrolados en el método validado de LC-
MS/MS cuestiona su uso como método de referencia de toxinas marinas. 
 
Resumen 
La técnica de cromatografía líquida acoplada a la detección por MS es el método 
elegido para reemplazar el MBA en la detección de toxinas marinas. Esta 
publicación evalúa la influencia de distintos parámetros como el solvente de las 




toxinas, el método de detección de MS, la marca comercial de los solventes de la 
fase móvil y los equipos de detección y cuantificación de OA, DTX-1 y DTX-2. 
Además, este estudio compara los resultados obtenidos cuando una toxina se 
cuantifica con su propia curva de calibración y con la curva de calibración de otro 
análogo. Los experimentos se llevaron a cabo por cromatografía líquida y 
cromatografía líquida de ultra eficiencia con detección en tándem espectrometría de 
masas (MS/MS), LC-MS/MS y UPLC-MS/MS. Para este estudio se emplean tres 
marcas de ACNs y dos solventes de toxina y se compararon tres métodos de MS. 
En ambos instrumentos se comparó un método que contiene las transiciones para 
AZA-1, AZA-2, AZA-3, GYM, 13-desMeC, PTX-2, OA, DTX-1, DTX-2, YTX, 
homoYTX y 45-OH-YTX. Este método operó en modo simultáneo de ionización 
positivo y negativo y otros dos métodos de MS operaron en modo de ionización 
negativo, uno de ellos con las transiciones para detectar DTX-1, OA, DTX-2, YTX, 
homoYTX y 45-OH-YTX y el otro solo las transiciones para las toxinas objeto de 
estudio, OA, DTX-1, and DTX-2. Con independencia del equipo y de la fase móvil 
utilizada, la cantidad de toxina cuantificada puede ser sobreestimada o 
subestimada, hasta un 44 % para OA, 46% para DTX-1 y 48% para DTX-2. 
Además, cuando una toxina se cuantificó utilizando la curva de calibración de otro 
análogo, la cantidad de toxina que se obtuvofue distinta. La máxima variabilidad se 
obtuvo cuando DTX-2 se cuantificó utilizando la curva de calibración del OA o la de 
DTX-1. En este caso, la sobreestimación fue hasta 88% utilizando la curva de 
calibración del OA y hasta 204% utilizando la curva de calibración de la DTX-1. 
En resumen, la cuantificación correcta de las toxinas DSP por detección MS 
depende de múltiple factores. Ya que estos factores no son tenidos en cuenta en el 
protocolo validado, estos resultados cuestionan la conveniencia de tener la 
cromatografía líquida con detección MS/MS como un método de referencia para 
proteger a los consumidores de las toxinas marinas. Por otra parte, la toxicidad de 
cada grupo se considera independiente y la toxicidad total no se suma como lo 
hace el MBA. 
 
Esta publicación ha causado una gran controversia en el mundo científico y ha 
sido comentada por tres grupos de investigación. Estos comentarios han sido 
rebatidos en otra publicación por nuestro grupo de investigación. 


























































































































Las CTXs y los SPXs son dos grupos de toxinas lipofílicas que cada vez 
presentan una mayor distribución a nivel mundial y para las cuales la UE no 
presenta métodos oficiales de detección. Pero la situación particular de cada una de 
ellas es distinta. Los SPXs son muchísimo más frecuentes en las costas europeas, 
sin embargo, al no registrarse casos de intoxicaciones humanas, de momento no se 
contempla su regulación. Estas toxinas aparecieron por primera vez en Canadá 
[118,119] y a partir de ahí se han ido extendiendo a distintos países de todo el 
mundo, incluyendo USA (golfo de Maine) [125], Dinamarca [122], Italia [126], 
España [127], Francia [128], Irlanda [129], Escocia [130], Noruega [131] y Chile 
[132]. Hoy en día, el grado de expansión es tal, que es difícil comprar en el mercado 
mejillón sin que lleve trazas de estos compuestos [152]. Por otra parte, las CTXs 
son típicas de los océanos Pacífico e Índico y zonas del mar Caribe [108,109]. En 
los últimos años, estas toxinas están aumentando puntualmente en países en los 
que no es habitual su presencia debido a su localización geográfica [115], como es 
el caso del mar Mediterráneo [115,207] y océano Atlántico que incluye las islas 
Canarias [114] y el registro del archipiélago de Madeira mostrado en la presente 
tesis doctoral [208]. Las CTXs presentan una alta toxicidad [9] y pueden llegar a 
suponer un elevado riesgo para la salud de los consumidores en cantidades muy 
pequeñas, ya que se ha visto que niveles de 1 ng/g son tóxicos para humanos 
[101]. 
La importancia del estudio de SPXs presentada en esta memoria de tesis se 
debe a varios factores. Estos compuestos son el grupo más grande de las CIs y uno 
de los mejor caracterizados estructuralmente, sin embargo, la información relativa a 
su toxicidad es muy limitada. Los SPXs no parecen provocar efectos tóxicos 
aparentes en humanos [209], pero su mecanismo de acción sugiere que pueden ser 
un riesgo a largo plazo para los consumidores, ya que son potentes antagonistas de 
los mAChR y los nAChR [210]. En caso de que se regulen, se necesitarán métodos 
de detección rápidos, sensibles y específicos. Por lo que hay una necesidad 
importante de buscar métodos para su detección. Hoy en día, para su 
monitorización en moluscos, se suelen incluir en los métodos de LC-MS/MS junto 
con el resto de las toxinas lipofílicas que sí que están legisladas [163,195]. Para 
poder llevar a cabo los estudios químicos y toxicológicos de cualquier toxina se 
necesitan patrones, cuya disponibilidad en el mercado es escasa o nula para 
muchas de ellas. Estos materiales de referencia se pueden extraer y purificar a 
partir de moluscos bivalvos intoxicados naturalmente [211], pero para ello se debe 




esperar a la aparición de un evento tóxico de forma natural, y además los extractos 
de moluscos precisan de muchos pasos de purificación. Una solución consiste en el 
aislamiento y cultivo de las especies de microalgas productoras de las toxinas y otra 
en obtener los estándares de toxinas de forma sintética. La síntesis de los SPXs es 
un proceso complejo y hasta la fecha, ninguno de los 14 SPXs estructuralmente 
caracterizados ha sido totalmente sintetizado. Solo se ha realizado la síntesis del 
grupo bispiroacetal 5,5,6 de los SPXs B y D [139,212]. Por lo tanto, en el caso de 
los SPXs parece que la mejor opción es la producción a partir de cultivos de A. 
ostenfeldii. Para poder conseguir cantidades suficientes de SPXs y en poco tiempo, 
son necesarios estudios experimentales de optimización de la producción a partir 
de los dinoflagelados. En este sentido, en la presente tesis doctoral se estudiaron 
algunos factores que pueden influir en el crecimiento y producción de SPXs por el 
dinoflagelado A. ostenfeldii [213]. Este dinoflagelado produjo dos SPXs, 13-desMeC 
y 13,19-didesMeC, pero en proporciones distintas dependiendo de la salinidad, 
medio de cultivo y fotoperíodo. Lo importante de este estudio fue conocer en qué 
condiciones A. ostenfeldii produce SPXs y si la producción es la misma, en cuanto 
cantidad y tipo, al variar los parámetros que influyen en el crecimiento. El siguiente 
paso para obtener los estándares de SPXs fue el desarrollo de un método para 
purificar grandes cantidades de estos compuestos a partir de los cultivos de A. 
ostenfeldii [214]. Estos dinoflagelados produjeron, además, toxinas pertenecientes 
al grupo de las PSP, por lo que el protocolo se diseñó con varios pasos de 
extracción y limpieza y varias particiones con disolventes orgánicos con el fin de 
separar los 2 grupos de toxinas. Finalmente, se obtuvieron ambos compuestos con 
alta pureza, 97% para el 13-desMeC y 99% para el 13,19-didesMeC con una buena 
recuperación, repetitividad y estabilidad. En definitiva, el cultivo de A. ostenfeldii en 
grandes volúmenes permitió la producción de SPXs en cantidad suficiente para 
llevar a cabo con éxito su extracción y purificación y a su vez, con el protocolo de 
purificación desarrollado se consiguieron grandes cantidades de compuesto puro 
que fue utilizado como patrón en los siguientes estudios de esta tesis, tanto en los 
métodos químicos (LC-MS/MS) como en los estudios funcionales y de toxicidad. 
El siguiente paso fue el estudio de un método de detección funcional adecuado 
para utilizarse en el control de SPXs [215]. Los métodos funcionales aportan 
información global de la toxicidad, pero no describen cuántas toxinas y en qué 
cantidad pueden estar presentes en una muestra. Los métodos químicos, permiten 
la identificación y cuantificación de las toxinas por separado pero presentan el 




inconveniente de que necesitan patrones y no informan sobre la toxicidad. Cada 
método tiene sus ventajas e inconvenientes y en última instancia es responsabilidad 
de los expertos decidir cuál es la tecnología más adecuada según la situación 
particular de cada toxina. Muchas veces el no conocer cuál es la diana del 
compuesto dificulta el diseño de un método funcional basado en el uso in vitro de su 
receptor específico [216]. Este no es el caso de los SPXs ya que hay varios 
estudios que demuestran que bloquean los mAChR y los nAChR [3,137]. Por lo 
tanto, utilizando los nAChR, se diseñó un método directo para la detección y 
cuantificación de estos compuestos en muestras de mejillón utilizando la técnica de 
la FP. Este ensayo es reproducible, simple y sensible, capaz de cuantificar 13-
desMeC en el rango de 50-350 µg/kg de carne [215]. Este método ha resultado en 
una mejora de sensibilidad, rapidez y sencillez comparado con el anterior método 
de inhibición para detectar espirólidos [196]. El método directo presenta un LOD de 
50 µg/kg 13-desMeC mientras que el LOD del método de inhibición es de 85 µg/kg 
de 13-desMeC. Otra ventaja es que solo precisa 10 min de incubación frente a 2h y 
30 min y no requiere la alpha-bungarotoxina equitetada con el colorante Alexa Fluor 
488, con lo que da lugar a en un método más sencillo.  
Los estudios de toxicidad in vivo de SPX aportaron información farmacocinética 
de los SPXs en animales, necesaria para entender y mejorar el conocimiento sobre 
la toxicidad oral e i.p. de estos compuestos y sus efectos toxicológicos. La falta de 
estos datos previene el establecimiento de límites legislados para los SPXs y para 
las CIs en general. El estudio de toxicidad realizado en la presente tesis doctoral 
[217] es una descripción detallada de los síntomas observados en el ratón para tres 
SPXs, 13-desMeC, 13,19-didesMeC y 20-MeG y revela que los SPXs se detectan 
en sangre, orina y heces en diferentes tiempos, es decir, muestra la farmacocinética 
de una toxina no regulada después de la administración oral. Cualquier aportación 
en este campo es muy valiosa para la posible regulación de estas toxinas. De 
hecho, EFSA tuvo en cuenta algunos de estos resultados de este estudio de 
toxicidad para evaluar el riesgo en la salud humana respecto al consumo de SPXs 
[202].  
En resumen, el grupo de los SPXs representó un área de investigación relevante 
en esta tesis doctoral tanto en el sentido toxicológico como químico. El interés de su 
estudio se debe a que es una toxina de nueva aparición y cada vez más frecuente 
en nuestras costas, tóxica para el ratón aunque no se hayan registrado casos de 
intoxicaciones humanas. Además existe una gran controversia en sobre si esta 




toxina debería o no estar legislada. Para que esto ocurra se necesitan datos y 
nuevos estudios de toxicidad que se tienen que realizar con estándares de estos 
compuestos. La mayor parte de las toxinas no están disponibles comercialmente 
con lo que si se quieren usar para investigación, es necesario sintetizarlas o 
producirlas. 
 
Las CTXs son producidas por especies del género Gambierdiscus y como son 
típicas de aguas tropicales, el hecho de encontrarse en aguas cercanas a las 
costas europeas se atribuye al cambio climático [9]. Lo cierto es que los datos de 
cómo los cambios en la temperatura, salinidad, etc, afectan a las microalgas son 
limitados para evaluar el impacto del cambio climático en los episodios de HABs. 
Pero un hecho obvio es que la temperatura media de los océanos ha aumento en 
los últimos años y este aumento continuará de aquí en adelante por lo que se 
esperan más alteraciones en las especies de microalgas. Estos cambios no sólo se 
aprecian en la presencia de CTXs producidas por Gambierdiscus [114,115,208] 
sino también en otras toxinas de climas tropicales como las TTXs y las PlTXs. En 
este sentido, intoxicaciones debidas a las TTXs son frecuentes en países asiáticos 
debido al consumo de pez globo o pequeños gasterópodos contaminados [218]. Sin 
embargo, una caracola del genero de Charonia, de hábitats tropicales, se encontró 
no hace mucho tiempo en las costas de la península Ibérica [36]. Esta caracola, que 
fue capturada en el sur de Portugal, dio lugar a un episodio de envenenamiento por 
TTX [36,219]. Las PlTXs son producidas por dinoflagelados del género Ostreopsis 
[220]. Este dinoflagelado que también es típico de aguas tropicales, se detectó por 
primera vez en aguas templadas del Mediterráneo en la década de los 70 [221] 
pero fue en los últimos años cuando se han registrado las grandes HABs en la 
costa mediterránea de Europa y norte de África, en la costa atlántica de Portugal 
[222,223] y también en España [224]. Las CTXs aparecieron por primera vez cerca 
de las costas europeas en el 2005 [114] y aún no se han registrado muchos casos, 
pero teniendo en cuenta estos antecedentes, los expertos consideran que el 
incremento de la temperatura de los océanos ocasionada por el cambio climático 
dará lugar a un aumento de la frecuencia de aparición de las CTXs en Europa. En 
este sentido, la aparición de CTXs en Madeira que se describe en el presente 
trabajo apoya la teoría de la contribución del cambio climático a la distribución de 
estas toxinas. Pero también hay que tener en cuenta que poco se conoce sobre la 
distribución y diversidad de las especies de Gambierdiscus. Se sabe que el perfil de 




CTXs en los peces depende considerablemente de la región y de los organismos 
causantes y que existen diferencias entre las CTXs producidas por distintas cepas 
de Gambierdiscus [199]. Durante muchos años se pensó que estos organismos 
solo existían en áreas del Pacífico, del Caribe o del Índico. Curiosamente en el 
2010 coincidiendo con el trabajo del primer registro de CTXs en Madeira [208] se 
publicó por primera vez un estudio en el que se mostró la distribución global y no 
local de Gambierdiscus [112]. Los análisis indicaron que cinco de las cepas 
analizadas son endémicas del Atlántico (incluyendo el Caribe, el oeste de India y el 
golfo de México), cinco son endémicas de la zona tropical del Pacífico, y que dos 
especies, Gambierdiscus carpenteri y Gambierdiscus caribaeus tienen una 
distribución global. Por lo que estas cepas podrían estar en otras áreas, no sólo en 
el océano Pacífico, Índico y mar Caribe. 
En las especies S. dumerili y S. fasciata analizadas en el presente trabajo se 
confirmó la existencia de 3 CTXs típicas del Pacífico y una CTX de la zona 
Caribeña o Índica de peso molecular 1140,6 Da. La transferencia de las CTXs a 
través de la cadena alimentaria empieza en los dinoflagelados, después pasa a los 
peces herbívoros y luego a los peces carnívoros que se alimentan de los 
herbívoros. Tanto los peces herbívoros como los carnívoros pueden ser tóxicos ya 
que van acumulando las CTXs a medida que migran de unos lugares a otros. Se 
han descrito más de 400 especies de peces con CTXs [9] y una consideración 
general es que dentro de una misma especie y en una zona geográfica, los peces 
pequeños son menos peligrosos que los más viejos y grandes. Una vida útil más 
corta significa menos tiempo disponible para la acumulación de toxinas en el tejido 
de los peces. Los peces carnívoros y los situados en niveles tróficos más altos se 
pueden considerar más peligrosos que los situados en niveles inferiores 
(herbívoros). S. dumerili es una especie de peces considerados cazadores de gran 
alcance que se alimentan de otros peces e invertebrados y pueden ser bastante 
grandes, incluso llegan a pesar 70kg. Se han encontrado en el océano Atlántico, 
Pacífico y en las costas índicas y también en el mar Mediterráneo. La especie S. 
fasciata es característica del Atlántico occidental (desde Massachusetts hasta 
Brasil) y del Atlántico oriental (Madeira). Pero son peces invasivos y desde el 1993 
se han registrado también en el Mediterráneo [225]. Estas especies se pueden 
mover de unas zonas a otras e ir acumulando la toxina. Además, la apertura del 
canal de Suez (1869) ha favorecido la invasión de especies marinas procedentes 
del océano Índico, a través del mar Rojo, que se han establecido recientemente en 




el Mediterráneo [226,227]. También es importante destacar que algunas CTXs que 
se acumulan en el tejido de los peces, se pueden metabolizar en otros análogos 
diferentes, por ejemplo la CTX-1B y la 51-OH-CTX-3C proceden de CTX-3C y CTX-
4B, respectivamente [9]. Estos dos análogos (CTX-1B y 51-OH-CTX-3C) son en 
última instancia los responsables de las intoxicaciones humanas porque son más 
tóxicos que las otras 2 CTXs [228,229]. 
A la teoría del cambio climático y que Gambierdiscus puede tener una 
distribución mundial hay que sumarle la introducción de aguas de lastre de los 
barcos y el incremento del tráfico marítimo que también contribuyen a la aparición 
de algunas floraciones tóxicas [10]. Como consecuencia de todos estos factores, 
las CTXs están apareciendo en las costas europeas y, a nivel de seguridad 
alimentaria, pueden llegar a suponer un elevado riesgo para la salud de los 
consumidores. Los resultados mostrados en la presente tesis doctoral también 
fueron tenidos en cuenta por EFSA para evaluar el riesgo de estas toxinas en la 
salud humana [203].  
Además, en la identificación de CTXs, también existe la necesidad de buscar 
métodos para su detección ya que los síntomas de la intoxicación se utilizan para el 
diagnóstico delaCFPpero la confirmación de la misma se basa en la detección de 
las CTXs en la comida que queda o en plasma de pacientes intoxicados [230]. Por 
lo tanto, es importante disponer de métodos adecuados de cuantificación de CTXs 
para confirmar los casos de CFP. En el presente trabajo, la identificación del perfil 
de CTXs en las muestras de S. dumerili y S. fasciata se realizó por un sistema de 
UPLC-MS/MS. La columna que se empleó fue una C18 Waters Acquity UPLC BEH 
(100 x 2.1 mm, 1.7 µm) y una fase móvil compuesta de ACN y agua. El empleo de 
un sistema de UPLC-MS/MS permitió acortar mucho el tiempo del análisis para 
cada toxina (12 min) ya que hasta ahora la mayoría de los métodos descritos usan 
tiempos que superan los 50 min [73,108,109,198,199]. La detección de las CTXs 
también se realizó por un método in vitro obteniendo resultados comparables a los 
del método químico. Gracias a estos estudios y utilizando los estándares en los 
casos en los que disponíamos de ellos, se pudo obtener el perfil de CTXs en las 
dos especies: CTX-1B, CTX-3C, un análogo de peso molecular 1039,6 Da y una 
CTX de la zona caribeña o índica de peso molecular 1140,6 Da. Por lo tanto, los 
resultados son interesantes tanto desde el punto de vista de la identificación 
geográfica y del método de detección.  
 




A lo largo de los años se ha hecho un gran esfuerzo en desarrollar métodos 
basados en la cromatografía líquida, no sólo para SPXs y CTXs, sino también para 
el resto de las toxinas lipofílicas. Los primeros métodos, se desarrollaron para 
detectar clases específicas de compuestos. A medida que se identificaban nuevos 
grupos de toxinas, se iban desarrollando los métodos de cromatografía líquida. Los 
últimos fueron para AZAs y SPXs ya que se descubrieron a mediados de los años 
90 [231-233]. Cada método de cromatografía líquida empleaba distintas columnas 
cromatográficas, fases móviles y gradientes adaptados a las características y pesos 
moleculares de cada grupo de toxinas. Pero en la última década, se ha priorizado el 
desarrollo de metodologías dedicadas a detectar un gran número de toxinas 
lipofílicas utilizando un método de análisis de multi-toxinas [162,188]. Este método 
se desarrolló con el fin de utilizarse en los programas de monitoreo ya que en un 
mismo análisis y en un periodo de tiempo corto se puede detectar un gran número 
de toxinas. Después de que el método de multitoxinas ha sido evaluado por varios 
laboratorios que lo han considerado adecuado para el análisis oficial de toxinas 
lipofílicas, se ha convertido en método de referencia desde el 1 de julio de 2011 
[164]. En este contexto, la tercera parte de la presente tesis doctoral consistió en la 
evaluación del método oficial que emplea la cromatografía líquida combinada con 
MS/MS para la detección de las toxinas lipofílicas [234]. El estudio consistió en 
evaluar si parámetros como la marca de disolventes, el número de toxinas incluidas 
en los métodos de MS o los equipos, pueden afectar a la cuantificación de estas 
toxinas. Es decir, condiciones que no están incluidas en la guía de referencia [189] 
por lo que cada laboratorio puede usar los que considere más adecuados. El 
estudio se hizo con el grupo de las toxinas diarreicas ya que es un grupo de toxinas 
reguladas y hay estándares disponibles comercialmente. En este estudio se 
observó que la cuantificación de OA, DTX-1 y DTX-2 se modifica al variar estos 
parámetros. Por ejemplo cuando estas toxinas se cuantifican por métodos de 
detección de MS que incluyeron diferente número de compuestos a monitorizar, las 
cantidades de cada toxina aumentaron o disminuyeron. Esto se observó con dos 
métodos de MS, uno que incluía las transiciones para las toxinas diarreicas (un total 
de 4) y el otro incluía las transiciones para 6 toxinas lipofílicas (un total de 10). Las 
cantidades analizadas usando el método con 10 transiciones fueron 
considerablemente menores que las obtenidas por el método que incluyó 4 
transiciones. Las subestimaciones fueron de hasta un 40% para el OA, un 39 % 
para la DTX-1 y un 37 % para la DTX-2. Esto significa que el número de 




transiciones incluidas en los métodos de MS, no fijadas en el método de referencia 
[189] afecta a la cuantificación de las toxinas. Cuando las toxinas no están 
disponibles comercialmente, la curva de calibración de un estándar se utiliza para 
cuantificar otras toxinas del mismo grupo asumiendo que dan el mismo factor de 
conversión [231]. Esta cuestión también se evaluó y no se obtuvieron resultados 
comparables. Cuando cada uno de los tres análogos se cuantificó usando la curva 
de los otros dos, las cantidades se vieron aumentadas o disminuidas, es decir se 
obtuvieron resultados erróneos en la cuantificación. La variabilidad más grande se 
obtuvo cuando DTX-2 se cuantificó con la curva de calibración de la DTX-1. En este 
caso la sobreestimación fue del 204%. Cuando DTX-2 se cuantificó usando la curva 
de calibración de OA, la sobreestimación fue del 88%. Este tipo de cuantificación es 
muy común ya que el estándar del OA está comercialmente más disponible que el 
de la DTX-2. Por lo tanto, el uso de estándares individuales para cada toxina es 
esencial para la exacta cuantificación de estos compuestos por MS y todas las 
toxinas para las que no existen estándares no se deberían de monitorizar en las 
muestras. Como era de esperar, este trabajo no pasó desapercibido para una parte 
de la comunidad científica que defienden las técnicas de MS como método de 
referencia para el análisis de toxinas lipofílicas. Este estudio dio lugar a tres 
publicaciones en la misma revista, Analytical Chemistry, donde otros grupos de 
investigación comentan y preguntan curiosidades acerca de este estudio [235-237]. 
Las respuestas y aclaraciones a estos comentarios se recogen en otra publicación 
realizada por nuestro grupo de investigación [238].  
 
En resumen, los estudios de toxicidad llevados a cabo con los SPXs sugieren 
que se deberían de establecer límites legales para los SPXs. Las CTXs son muy 
tóxicas y si sigue aumentando su frecuencia en nuestras costas pueden suponer un 
problema de salud pública por lo que también deberían de establecerse límites y 
métodos oficiales para su detección. Si esto sucede, el método de referencia más 
probable para los SPXs es el LC-MS/MS puesto que ya se incluyen con el resto de 
las toxinas lipofílicas en los programas de monitoreo. No obstante, en la presente 
tesis doctoral, se propone un método funcional para su detección ya que uno de los 
principales problemas de los métodos químicos es la falta de estándares. Este 
problema aumenta con el grupo de las CTXs por la gran cantidad de análogos 
pertenecientes a este grupo y los pocos estándares disponibles. Hasta la fecha se 
han identificado más de 50 análogos [112] y es muy frecuente la aparición de varias 




CTXs con el mismo peso molecular en la misma muestra que eluyen en diferentes 
tiempos de retención [104]. Por lo que sin poseer el estándar específico del 
compuesto es difícil su correcta identificación. Esta carencia de estándares junto 
con la pequeña cantidad de material contaminado disponible para el desarrollo de 
los métodos, la validación de la tecnología basada en la cromatografía líquida con 
detección por MS está muy limitada y, hasta el momento, no se han llevado a cabo 
estudios en distintos laboratorios. Se ha demostrado que la tecnología basada en la 
LC-MS/MS es extremadamente útil para identificar perfiles característicos de 
toxinas en diferentes matrices en todo el mundo [73,200] ya que muchas veces, las 
intoxicaciones se deben a distintas toxinas que tienen el mismo mecanismo de 
acción. Estos métodos son útiles para caracterizar nuevas toxinas y buscar 
análogos. En general, los LODs obtenidos por los métodos de MS son bajos 
[195,239] y las toxinas se detectan a niveles por dejado de los límites actualmente 
legislados. Estos métodos son específicos, sensibles y tienen la posibilidad de una 
detección multi-toxinas. Sin embargo a la hora de proteger la salud del consumidor 
se deberían de ajustar y definir más las condiciones del análisis así como 







































1. El dinoflagelado Alexamdrium ostenfeldii produce elevadas cantidades de 
los análogos 13-desmetil espirólido C y 13,19-didesmetil espirólido C cuando crece 
en medios de cultivo F2 o Walne, una salinidad del 28 ‰ y un fotoperíodo de 24h. 
 
2. La medida de la unión directa de los espirólidos al receptor nicotínico por 
polarización de la fluorescencia es un método sencillo, sensible y rápido para 
cuantificar los análogos 13-desmetil espirólido C y 13,19-didesmetil espirólido C en 
muestras de mejillón.  
 
3. Los espirólidos se absorben por vía oral y se detectan en sangre a los 15 
minutos, en orina a la hora y en heces a las 24 horas de su administración. 
 
4. Después de una administración intraperitoneal, el 13-desmetil espirólido C 
tiene una LD50 de 27,9 µg/kg, el 13,19-didesmetil espirólido C de 32,2 µg/kg, 
mientras que el análogo 20-metil espirólido G no muestra toxicidad. 
 
5. Las elevadas cantidades de ciguatoxina-1B, ciguatoxina-3C y análogos 
detectadas en peces del género Seriola confirman el riesgo de la expansión de este 
grupo de toxinas por el sur de Europa. 
 
6. El método de cromatografía líquida con detección por espectrometría de 
masas para cuantificar toxinas lipofílicas requerido por la legislación europea, no 
ofrece las garantías mínimas de seguridad puesto que los resultados pueden 
fluctuar hasta un 50%. 
 
7. La cuantificación de una toxina lipofílica utilizando como calibrante otro 
análogo puede generar errores de hasta un 204% según el nuevo método oficial de 
detección. Por lo tanto, en este método es crítico fijar las condiciones de todas las 
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